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1. INTRODUCCIÓN
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1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS
El origen filogenético del complejo M. tuberculosis es incierto y se han propuesto
multitud de hipótesis para explicarlo. Según M. D. Grnieck (1983), el género Mycobacteriurn
deriva de un antepasado común al que denomina Al. archaicum. Sus descendientes se
dividieron en varias ramas, en una de las cuales se encuentran los parásitos de los
vertebrados. Para Grmeck, la asociación inicial de las micobacterias con los animales se
produjo antes del paso de los vertebrados de la vida acuática a la vida terrestre, hace más de
300 millones de años.
Al. tuberculosis provendría de una forma bovina de Mycobacteriurn, y su aparición
datada del Neolítico, ligada a la domesticación de los bóvidos en este periodo (Morse et Al,
1964). Probablemente tuviese lugar en Africa, actuando como intermediario una forma
africana de Mycobacterium. Esta hipótesis parece razonable, ya que los microorganismos del
complejo Al. tuberculosis tienen uno de los abanicos de hospedadores más amplios de todas
las bacterias patógenas, produciendo enfermedad tanto en animales salvajes como domésticos.
La enfermedad causada por otra micobacteria patógena, Al. leprae, está restringida al hombre,
por lo que ésta tendría una aparición posterior, posiblemente a partir del parásito de los
roedores, Al. lepraemurium, de una saprofita o de otra especie desaparecida.
1.1. LA TUBERCULOSIS EN LA ANTIGÚEDAD
La Paleontología ha permitido encontrar las huellas más antiguas de la tuberculosis,
remontándose éstas a un posible caso de mal de Pott que data del Neolítico (4.000 a.C.) y a
unas momias del antiguo Egipto (aproximadamente 1000 a.C.) que mostraban huellas de
tuberculosis ósea (Morse et Al, 1964). En extremo Oriente la tuberculosis ya aparece en varias
referencias en los Vedas hindúes, escritos entre el 2.000 y el 1.500 a.C., y en un texto de
Medicina (2.700 a.C.), según cita B. Meinecke en 1927. En su literatura médica abundan las
referencias a la tos crónica, hemoptisis, adenopatías cervicales, consunción infantil, fiebre
ósea, fiebre pulmonar y deformaciones del raquis.
Los griegos usaron la palabra phthisis, que significa desgaste o debilitamiento del
3
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cuerpo, similar a consunción, para referirse a los síntomas producidos por la tuberculosis. La
primera referencia a la tisis en la Grecia clásica aparece en Herodoto. En los escntos
hipocráticos el concepto de tisis se delimita con precisión figurando en el tratado Sobre las
enfermedades, libro 1, entre aquellas afecciones que son invariablemente mortales. Sin
embargo, la tisis se confunde con otras afecciones pulmonares crónicas corno el empiema y
la pleuresía. Los principales síntomas de la tisis, la edad de incidencia, las variaciones
estacionales y el pronóstico se discuten con detalle en los tratados que integran la Colección
Hipocrática. El gran numero de descripciones clínicas que se refieren a la enfermedad
permiten sospechar que se trataba de una enfermedad frecuente. Dado que en esta época
todavía no se realizaban autopsias, el conocimiento de las lesiones tuberculosas parece
provenir de la observación de los animales tuberculosos destinados a la alimentación o al
sacrificio. En aquellos escritos no se menciona el contagio, aunque conocían que la
enfermedad podía producir brotes epidémicos (Báguena, 1992).
En la medicina helenística y romana la tisis continuó siendo una enfermedad común.
Plinio el Joven escribió sobre el tratamiento de la tos y de la hemoptisis, y Areteo de
Capadocia describe la tuberculosis en Sobre las causas y los síntomas de las enfermedades
crónicas, volumen 1, señalando que el examen del paciente y del esputo tienen mayor valor
diagnóstico que el agua o el fuego. Galeno, contemporáneo de Areteo, consideraba que se
debía a una ulceración del pulmón que cursaba la mayorfa de las veces con hemoptisis, signo
patognomónico de esta afección, dolor torácico, tos, expectoración y fiebre. Los textos
médicos señalan también la presencia de formas extrapulmonares de tuberculosis. Las
escrófulas (palabra derivada de scrofa), una forma de tuberculosis no pulmonarespecialmente
la ganglionar cervical, el tumor blanco de las articulaciones, el lupus tuberculoso y algunas
inflamaciones del aparato genito-urinario se consideraban afecciones autónomas. La
consunción del ganado vacuno, actualmente conocida como tuberculosis bovina, fue descrita
por primera vez por Columella en Italia, en el año 14 a.C. (Wood et Al. 1994).
1.2. LA TUBERCULOSIS EN EUROPA DESDE LA EDAD MEDIA AL SIGLO XVIII
El conocimiento de la tuberculosis apenas cambió hasta el siglo XVII. Los médicos
4
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árabes Razes y Avicena consideraron esta enfermedad una afección generalizada y de carácter
contagioso, con manifestaciones locales en forma de úlceras pulmonares. La incidencia de la
tuberculosis en la Europa Medieval es difícil de concretar, pero indirectamente puede
deducirse que fue elevada debido a la amplia difusión de la “ceremonia del toque real’,
basada en la creencia del poder sanador de los reyes, que podían curar las escrófulas al tocar
a los enfermos (Crawfurd, 1911).
Los siguientes avances en el estudio de la tuberculosis están asociados a la práctica
de autopsias. El clínico holandés Silvio (Franz de le Bóe), en el siglo XVII, fue el primero
en aplicar el término tubérculo a las lesiones específicas de la tuberculosis y asocié los
granulomas tuberculosos descubiertos en varios tejidos durante la autopsia, a los que
denominé tubercula glandulosa, con los síntomas de la tisis padecidos por el paciente. En su
obra Opera Medica, publicada en 1680, diferencié entre tisis y otras enfermedades
pulmonares (Grange, 1989). Richard Morton amplié el concepto de tisis en su obra
Phthisiologia (1720), aplicándolo al debilitamiento del organismo por cualquier causa.
Pierre Dessault, en el siglo XVIII, afirmé que la tisis era contagiosa y que el esputo
era el responsable del contagio, punto de vista inaceptable en esa época, como también lo fue
la obra de Benjamin Manen A new theory of consumptions, more specially of a phthisis or
consumption of 11w lungs <1719), en la que el autor defiende:
“la causa de la enfermedad podían ser probablemente ciertos tipos de animacula o
criaturas vivas, maravillosamente diminutas.., capaces de subsistir en nuestros jugos
y vasos”.
Poco después, William Stark fue el primero en examinar con detenimiento el
crecimiento y desarrollo de los granulomas tuberculosos, y opinó que la diversidad de
cambios estructurales eran el reflejo de las variaciones locales que produce la evolución del
proceso patológico, subrayando que la tisis no implicaba enfermedades diferentes a pesar de
la diversidad de lesiones pulmonares.
Las medidas profilácticas adoptadas, como la quema de enseres que hubieran
5
pertenecido a un fallecido por tisis eran ineficaces, y no se conocía ningún tratamiento que
eliminara la causa de la enfermedad, desconocida para Ja época. Según cita Báguena (1992),
Bateman, en su obra Reports un the diseases of London (1799), estimaba que en la capital
británica una de cada cuatro muertes era debida a esta enfermedad. La tuberculosis alcanzó
su máxima incidencia entre 178<) y 1880, coincidiendo con el desplazamiento masivo de
campesinos a las ciudades en busca de trabajo en las fábricas; afectando especialmente a la
clase obrera, debido a sus rudimentarias condiciones de vida en el trabajo y en sus hogares.
Las proporciones epidémicas que alcanzó esta enfermedad durante la Revolución Industrial
le valieron el sobrenombre de “peste blanca, con un 1% de tasa anual de mortalidad
<Caldwell, 1988).
Para el diagnóstico se empezó a utilizar la percusión torácica, descubierta por Leopold
Auennbmgger y expuesta en su obra Inventum novum expercusione thoracis humoni, ut signo
abstrusos in:erni pectoris morbos detegendi. Redescubierta por Jean Nicolas Corvisart, fue
adoptada como método imprescindible en el examen del tórax. René La~nnec inventó en 1818
el estetoscopio, describiendo términos que todavía se utilizan: estertores, soplos, etc..., y las
lesiones anatómicas asociadas a los signos descritos. En la segunda edición de su Traité
describe la clínica, e] diagnóstico y el tratamiento de cada enfermedad.
Aunque fue la tuberculosis pulmonar la que acaparé la atención del mundo científico,
se encuentran referencias a otras localizaciones de la enfermedad. Robert Whytt describió en
1768 la tuberculosis meníngea, y Robert William una forma de lupus que consideró
tuberculosa. Jacques Mathieu Delpech publicó en 1828 que la curvatura del raquis y la
parálisis descritas por Percival Pott en 1799 se debían a la presencia de tubérculos. Todo ello
llevó a Johann Lukas Schónlein a sugerir en 1839 el término tuberculosis, para englobar todas
aquellas manifestaciones de la tisis en las que el tubérculo estuviera presente.
En 1846, Klencke observó que la linfadenitis era más común en niños alimentados con
leche de vaca, incriminando a ésta como origen de la enfermedad (Collius et Al, 1983>
En 1849, Hermann Lebert publicó su obra A practical treatise on escrofulous and
6
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tuberculous diseases en la que aparecía uno de los primeros estudios microscópicos del
tubérculo. Observó una estructura que denominó “corpúsculo tubercular”, y que propuso
patognomónica para diferenciarla de otras enfermedades asociadas a la formación de pus y
ca~eit~icación.~Sin embargo, Rndolph Virchow consideró la tisis y la tuberculosis dos
enfermedades distintas, creyendo asimismo que la tisis era hereditaria.
La causa de la tisis seguía siendo dudosa, pero la cmencia de que era hereditaria o
constitucional predominaba, permaneciendo abierta la polémica de su contagiosidad (Grange,
1989). Con anterioridad a la implantación de las medidas terapéuticas medicamentosas o
higiénicas eficaces, la tuberculosis había empezado a retroceder unos treinta años antes que
otras enfermedades infecciosas graves (McKeown, 1965); la causa de este descenso podría
ser consecuencia de un mayor calidad de vida respecto a las condiciones de alojamiento,
alimentación y salubridad (Collins, 1984).
La tuberculosis fue descrita por primera vez en perros y gatos a principios del siglo
XIX, pero no se relacionó con la enfermedad humana hasta 1839 y 1883 respectivamente
(Snider, 1971).
La identificación del agente causal de la tuberculosis estuvo precedida por la
comprobación del caracter infeccioso de esta afección. En 1865, Jean Antoine Villemin
realizó experimentos sobre la transmisión de la tuberculosis. Encontré granulomas
tuberculosos en el peritoneo, pulmones, etc... de conejos inoculados con material tuberculoso.
Cuando utilizé material tuberculoso extraído de una vaca, los conejos inoculados enfermaron
con gran rapidez, presentando en el examen post moflen una tuberculosis aguda generalizada.
No obstante, mantuvo que la tuberculosis era la misma, tanto si el hospedador era un animal
como si era una persona. Declaró que era una infección específica, que su agente etiológico
era inoculable y se multiplicaba y propagaba en el organismo hospedador, que la inoculación
del hombre al conejo podía realizarse con rapidez y que la enfermedad debería incluirse por
lo tanto en el grupo de enfermedades virulentas. Posteriormente publicó un libro, Études sur
la tuberculose: preuves rationelles et expéritnen tales de sa spéc{ficité et de son inoculabilité,
en el que aporta nuevas pruebas experimentales de su transmisión, no sólo del hombre a los
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animales, sino también entre animales de la misma y diferente especie. E] contagio se
producía tanto con material extraído del tubérculo como con secreción bronquial. En ¡877.
H. E. von Tapeinner reprodujo la tuberculosis en perros mediante inoculación de esputos
contaminados.
1.3. EL DESCUBRIMIENTO DE KOCH
Robert Koch comenzó su investigación sobre el agente causal de la tuberculosis en
1881. Desarrollé técnicas de tinción en tejidos y de inoculación en animales, e interesado en
la técnica de cultivos puros, estudió también los medios sólidos y semisólidos. Koch observó
sobre la superficie de una lámina de patata el crecimiento de pequeñas masas de bacterias,
que denominó colonias, formadas por millones de un solo tipo de bacteria. Preparó medios
de cultivo sólido añadiendo gelatina, y posteriormente agar, al caldo de cultivo (Alcamo,
1994). Para demostrar la presencia del microorganismo responsable de la tuberculosis, Koch
recogió muestras de lesiones tuberculosas recientes y tiñó este material con azul de metileno
de Erlich. Encontró unos bastoncillos tenues que no se veían en el material de control. Según
cita Báguena (1992), Koch relacioné las peculiares características de tinción del bacilo con
sus propiedades poco habituales, indicando en su primera obra sobre el tema:
“parece como si el bacilo tuberculoso estuviera rodeado de una pared especial de
propiedades inusuales y que la penetración de un colorante a través de ella sólo
sucediera en presencia de un álcali, de anilina o de una sustancio similar’.
Tras múltiples intentos, Koch preparó un medio con suero sanguíneo coagulado que
aportaba los nutrientes necesarios y que constituía además un medio de cultivo sólido. Extrajo
tejido tuberculoso de animales de experimentación y lo inoculé asépticamente en el medio.
Al cabo de 2 semanas de incubación a 370C, aparecieron unas pequeñas y tenues colonias.
Para demostrar que los cultivos puros obtenidos a partir de la materia tuberculosa producían
la enfermedad utilizó cobayas, que rápidamente murieron de tuberculosis con los mismos
síntomas y lesiones que aparecían en los inoculados con material tuberculoso humano. De las
lesiones de estos animales pudo aislar nuevamente el bacilo patógeno. Kocb presenté su
trabajo en 1882 en el Berliner Klinische Wochensch4ft en el artículo ‘J3ie aetologie der
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tuberculose”. Muy pronto, la presencia del bacilo tuberculoso en el esputo fue considerada
como una prueba diagnóstica clave de la enfermedad. Koch llamó al bacilo simplemente
Tuberkelbacillen (Tuberkelbacillus), y W. Zopf en 1883 propuso el nombre Bacterium o
Bacillus tuberculosis (Collins et Al, 1983). K. Lehmann y R. Neumann en 1896, introdujeron
el nombre de género Alycobacterium, refiriéndose a la capacidad del bacilo para formar una
película, semejante a la de los hongos, al crecer en medio liquido. Mycobacrerium leprae,
descubierto en 1873 por Armauer Hansen, fue también incluido en este género, ya que resistía
la decoloración con ácidos; por esta razón se les denominó bacilos ácidoalcohol resistentes.
La visualización del bacilo se perfeccionó casi simultaneamente; Paul Ehrlich mejoró
el método de tinción utilizando anilina en vez de amoniaco y fucsina en lugar de azul de
metileno. Franz Ziehí y Friedrich Neelsen introdujeron la fucsina y el ácido fénico. Este
método de tinción, que continúa utilizandose actualmente, se desarrolló el año siguiente del
descubrimiento de Koch.
Koch continué trabajando sobre el cultivo e infección experimental del bacilo
tuberculoso por diferentes vías, provocando la enfermedad en 10 especies animales diferentes.
En 1884 publicó un nuevo artículo sobre el agente etiológico de la tuberculosis en la revista
Mirtheilungen aus der Kaiserlichen Gesundheitsamr en el que anunció los famosos
“postulados de Koch”.
En 1896, Wilhelm Conrad ROentgen anunció el descubrimiento de los rayos X.
Empezaron a utilizarse en el diagnóstico de los casos de tuberculosis dudosos, relacionándose
los signos radiográficos con los encontrados en la exploración física. Poco a poco, su uso se
extendió a todos los dispensarios antituberculosos y sanatorios.
Theobald Smith descubrió en 1898 que los agentes productores de la tuberculosis
humana y bovina diferían en pequeñas pero constantes características, en particular, que las
cepas bovinas eran más cortas, crecían iii vitro más lentamente y en menor cantidad, y eran
más virulentas para un grupo de animales de experimentación, especialmente para el conejo.
Tras estas observaciones, introdujo los términos de bacilo de la tuberculosis humano y bovino.
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R. Koch afirmó en el British Congress on Tuberculosis, celebrado en Londres en 1901, que
los seres humanos eran inmunes contra la infección originada por el bacilo de la tuberculosis
bovina, o tan escasamente susceptibles, que el agente de la tuberculosis bovina no constituía
una amenaza para la población humana, y que por lo tanto no era necesario intentar controlar
la enfermedad en el ganado ni tomar medidas para contrarrestar el riesgo de infección.
Además, la tuberculosis humana difería de la bovina, y no podía ser transmitida al ganado
(Collins et ál, 1983; Grange et ál, 1994).
Esta errónea conclusión animé a Koch y a von Berhring a preparar vacunas para uso
veterinario a partir del bacilo humano, supuestamente atenuado por envejecimento en cultivo,
denominadas Tauruman y Boyo, respectivamente. Comenzaron a utilizarse hasta que Griffith
demostró que el ganado vacunado eliminaba bacilos viables y virulentos en la leche (Griffith.
1913).
La segunda consecuencia a las declaraciones de Koch fue la oleada de protestas
levantada por los veterinarios. El Ministerio de Agricultura británico estableció una comisión
de trabajo experimental para adquirir los conocimientos necesarios sobre dicho tema. La
comisión decidió patrocinar un programa de investigación incluyendo una granja experimental
y un laboratorio. Desde 1901 a 1911 demostró la existencia de tres tipos diferentes de bacilos
(humano, bovino y aviar), ademas de micobacterias de naturaleza saprofita, y reunió
evidencias contundentes de la amenaza que suponía la tuberculosis del ganado para la salud
humana, del riesgo de infección pulmonar adquirido por inhalacién, y estableció que la leche
era el principal vector de transmisión. Durante todo el siglo pasado se sospechaba que la leche
era la fuente de la tuberculosis infantil, y el descubrimiento del bacilo condujo a la
introducción de su pasteurización obligatoria, reduciendo así la incidencia de la tuberculosis
abdominal, aunque no la del cuadro pulmonar. Esta comisión estudió también la utilización
de la tuberculina en los animales.
La conclusión final alcanzada por la comisión en 1911 fue que “las vacas tuberculosas
suponen un riesgo para la Salud Pública, ya que el hombre debe ser incluido en la lista de
los animales susceptibles al bacilo de la tuberculosis bovina” (Collins et ál, 1983). Sin
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embargo, hasta 1935 no se introdujo en el Reino Unido el proyecto de ganado certificado
(Attested Herd Scheme); momento en el que un 40% de todo el ganado sacriticado en los
mataderos presentaba lesiones de tuberculosis y el 0,5% de las vacas lecheras eliminaban
bacilos en la leche (Savage, 1933). El objetivo de este plan era someter a la prueba de la
tuberculina a todo el ganado vacuno, sacrificar a los que reaccionasen positivamente y
compensar económicamente a los propietarios.
Conocido el agente y la forma de transmisión de la tuberculosis comenzó la lucha
contra el bacilo, centrada en la búsqueda de un remedio curativo y una vacuna eficaz, además
de establecer medidas sanitarias, apareciendo los primeros sanatorios y dispensarios
antituberculosos.
1.4. LA TUBERCULINA
Koch observó que la inoculación de bacilos viables, o el medio en que el bacilo había
crecido, producía en la piel de cobayas sensibilizados una reacción necrótica que
aparentemente destruía el bacilo. Esta sustancia (tuberculina viela, OT) se ensayó
inmediatamente en el hombre. La mayor parte de los enfermos tuberculosos mostraron una
fuerte reacción a la inoculación del preparado, que se denominó “fenómeno de Koch”, y que
más adelante iba a tener un importante valor diagnóstico. Estas reacciones de hipersensibilidad
se interpretaron inicialmente como curaciones, pero un resumen de todos los casos tratados
mostró que no podía considerarse remedio curativo. Koch dió a conocer la composición y
modo de preparación de su remedio en 1891.
La tuberculina había quedado descartada como sustancia terapéutica, pero su valor
diagnóstico era evidente; la prueba de la tuberculina sigue vigente en la medicina preventiva
actual. Su mecanismo de acción no comenzó a ser explicado hasta que Clemens von Pirquet
describió en 1906 la “alergia” como fenómeno de sensibilización. En 1908, como
consecuencia de la búsqueda de una forma de inoculación que no produjera una fuerte
reacción general, se introdujo la intradermorreacci6n de Mantoux, en la que una cantidad de
tuberculina medida con precisión se inocula a una profundidad conocida, permitiendo una
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mayor certeza en el diagnóstico, así como una comparación dc los resultados obtenidos en
pruebas sucesivas. Con el objetivo de disminuir las reacciones no específicas asociadas a la
anterior, la tuberculina antigua fue poco a poco sustituida por un derivado proteico purificado
(PPD).
Los primeros esfuerzos para la detección del ganado tuberculoso estuvieron basados
en la auscultación, la percusión y la palpación de la ubre y de los ganglios linfáticos
superficiales. La prueba de la tuberculina se aplicó en veterinaria cuando se descubrió que los
animales infectados presentaban una respuesta febril a la inoculación subcutánea de 0,2-0,5
ml de tuberculina, considerada de valor diagnóstico. En 1891, un comité de la Universidad
de Pensilvania obtuvo las siguientes conclusiones: (1) la inyección subcutánea de tuberculina
produce una reacción febril en las vacas tuberculosas, (2) las vacas sanas no reaccionan frente
a dosis moderadas de tuberculina, (3) algunos animales tuberculosos no reaccionan con las
dosis habituales, (4) no existe efecto curativo demostrado, (5) las vacas dejan de reaccionar
Iras dosis repetidas del producto, y (6) la tuberculina es útil para e] diagnóstico de la
tuberculosis en el ganado (Miller, 1989). Los primeros informes de su sensibilidad sugieren
que detectaba el 90-95% del ganado tuberculoso (McFadyean, 1899). Posteriormente, en 1908,
M. Moussu y C. Mantoux describieron la prueba intradérmica en el ganado vacuno. Su
utilización en los programas de saneamiento ha contribuido a la erradicación de esta
enfermedad en muchas panes del mundo (Monaghan et Al, 1994).
1.5. LA VACUNA BCG
Entre 1908 y 1921, Albert Calmette y Camille Guérin subcultivaron 230 veces en
caldo de patata glicerinado que contenía bilis de buey una cepa virulenta de M. bovis aislada
por Nocard de leche de vaca. Observaron que presentaba una menor virulencia que la
cultivada sin bilis y que los cultivos sucesivos ocasionaban una pérdida progresiva de ésta.
Esta cepa, que recibió el nombre de Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), ha sido desde
entonces masivamente utilizada para la vacunación de tuberculosis en todo el mundo. El
Comité de Higiene de la Sociedad de las Naciones dictaminó que ésta vacuna era inocua y
que producía cierto grado de inmunidad. Posteriores investigaciones renovaron el interés por
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este método de inmunización. Además, el gran aumento experimentado por la tuberculosis tras
la II Guerra Mundial, obligó a la utilización masiva de la BCG en toda Europa. En 1949, la
Organización de las Naciones Unidas a través de la UNICEF se unió a esta Campaña para
organizar vacunaciones en los países del tercer mundo. Se calcula que se han administrado
3 mil millones de dosis de BCG (Bloom, 1989).
1.6. LA QUIMIOTERAPIA
Más de 60 años separan el descubrimiento del bacilo y el hallazgo de agentes
antituberculosos apropiados para uso clínico. Numerosos científicos investigaron las
posibilidades terapéuticas de gran cantidad de sustancias en busca de un remedio contra la
tuberculosis, desde la cal a las sales de oro (aurotiosulfato sódico). El primer antibiótico
eficaz frente al M. tuberculosis fue la estreptomicina, descubierta en 1943 por Selman
Abraham Waksman y sus colegas, a partir de Streptomyces griseus. El principal problema en
su utilización fue la aparición de cepas resistentes a su acción. Jórgen Lehmann descubrió el
ácido paraaminosalicílico (PAS) y pronto se comprobó que la utilización conjunta de la
estreptomicina y del PAS retrasaba o impedía la aparición de resistencias.
En 1951 se demostró la utilidad do la isoniazida, pero pronto aparecieron cepas
resistentes, por lo que el tratamiento se reorientó a una administración conjunta con
estreptomicina y PAS. Esta quimioterapia combinada, de larga duración, podía conseguir la
curación completa de la tuberculosis tanto pulmonar como extrapulmonar cuando se
comenzaba en una fase temprana, evitando las resistencias. En 1958 se comprobó su valor
como quimioprofiláctico. Entre 1947 y 1960, el uso de los tuberculostáticos se hizo general,
produciéndose una marcada disminución en la tasa de mortalidad por tuberculosis, así como
en el número de casos. En los años siguientes se descubrieron la pirazinamida, etionamida,
tiomicina, cicloserina y capreomicina, etainbutol y rifampicinas. La Organización Mundial de
la Salud aconseja el uso combinado de isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol
diariamente durante dos meses, continuado por isoniazida y rifampicina, tres veces a la
semana durante 4 meses (WHO, 1995).
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El uso conjunto de la quimioterapia y la aplicación de medidas sanitarias (vacunación
masiva con BCG, intradermotuberculinización e ingreso en sanatorios) inició una época
dorada en el control de esta enfermedad, permitiendo disminuir su incidencia hasta niveles
prácticamente cero en los países más desarrollados, y predecir su erradicación del mundo
occidental en el año 2.0(X). Sin embargo, esta reducción se ha visto truncada en la última
década por un alarmante aumento en el número de casos, agravado por la epidemia del virus
de la inmunodeficiencia humana, y por la aparición de cepas multirresistentes (Collins, 1994).
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2. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS MICOBACTERJAS
2.1. ENCUADRE TAXONÓMICO DEL GÉNERO Mycobacterium
En la última edición del Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology, el género
Mycobacteriurn ocupa la sección 16. Las micobacterias aparecen descritas como bacilos de
crecimiento lento, acróbios, inmóviles y característicamente ácidoalcohol resistentes. Aunque
la familia Mycobacteriaceae está tratada separadamente, los microorganismos que la integran
están estrechamente relacionados con los pertenecienes a los géneros Corynebacterium,
Rhodococcus y Nocardia; diferenciándose principalmente en el tipo de pared celular. En la
tabla 1.1 pueden observarse las principales características de estos géneros.
Tabla 1.1. Diferenciación del género Mycobacteriurn dc otros géneros relacionados (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, vol. 2, 1986).
Característica
Morfología
Crecimiento,
colonias visibles
% moles de Gd-C
N0 de carbonos en
ácidos micólicos
Ácidoalcohol
resistencia
Grado de ácido
resistencia
Grado de Unción
de Gram
Penicilina
Sensibilidad a la
lisis con lisozima
Mycobacteriwn
Bacilos, ocasionalmente
filamentos ramificados,
sin micelio aéreoa
2-40 días
62-70
60-90
+
Noca rdia
Micelial,
fragmenta en
cocos y bacilos,
micelio aéreo
1-5 días
60-69
46-60
Rhodococcus
Escaso micelio,
fragmenta en
cocos y bacilos,
sin micelio aéreo.
1-3 días
59-69
34-64
Corynebacierium
Bacilos
pleomórficos, en
empalizada.
1-2 días
51-59
22-32
b
Fuerte
Débil
Resistente’
Resistente
Parcial
Fuerte
Resistente
Variable
Parcial
Fuerte
Sensible
Sensible
Débil
Fuerte
Sensible
Sensible
Algunas especies pueden producir micelio aéreo ocasionalmente.
En algunas especies esta resistencia se pierde en una proporción de
en algunos momentos del crecimiento.
Algunas especies, por ejemplo M, avium, pueden ser sensibles.
células, parcial o completamente,
La descripción de las micobacterias como ácido-alcohol resistentes implica que tras
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la tinción resisten la decoloración con alcohol acidificado, así como con ácidos minerales
fuertes. Otras bacterias pertenecientes a los géneros Corynebacteriurn, Nocardia, Gordona,
Rhodococcus y Tsukamurella pueden resistir parcialmente la decoloración con ácidos débiles,
especialmente cuando han crecido en medios rícos en lípidos, pero son fácilmente decoloradas
con alcohol. El grado de ácido-alcohol resistencia varía con la técnica y las condiciones de
cultivo (Harrington, 1966), pero todas las micobacterias son ácido-alcohol resistentes al menos
en algún estadio de su crecimiento. Esta propiedad se debe al elevado contenido en lípidos
en su pared celular; entre los que se incluyen los característicos ácidos micélicos, solubles en
cloroformo, de 60 a 90 átomos de carbono en cadenas ramificadas y con un punto de fusión
muy alto (Goodfellow et ál, 1982). Los ácidos micólicos están unidos al peptidoglicano
mediante el arabinogalactano. Por pirólisis, estos ácidos se degradan en característicos ésteres
metílicos de ácidos grasos de 22 a 26 átomos de carbono (Lévy-Frébault et ál, 1992). La
mayoría de las especies de micobacterias sintetizan ácidos micólicos con grupos metoxi, ceto,
epoxi y carboxflico (Lévy-Frébaulí et Al, 1992). De menor longitud, están tambien presentes
en los géneros Corynebacterium, Nocardia, Gordona, Rhodococcus y Tsukamurella (Wayne
et Al, 1986), y, por pirólisis producen cadenas de 12 a 22 átomos de carbono (Goodfellow et
Al, 1984).
Los componentes de la pared celular de las micobacterias están implicados en la
respuesta del hospedador en la tuberculosis y otras micobacteriosis (Goren et Al, 1979). La
pared celular es de tipo IV, ya que su peptidoglicano (un polímero altamente entrecruzado de
aminoácidos y aminoazúcares) contiene ácido mesodiaminopimélico, alanina, ácido glutámico,
glucosamina, ácido murámico, arabinosa y galactosa (Lechevalier et ál, 1970). Esta pared
celular tiene una estructura tripartita (Imaeda et Al, 1968), formada por tres láminas,
denominadas Li, L2 y L3 (Barksdale et Al, 1977). La L3 corresponde a la verdadera pared
celular, y las dos capas exteriores corresponden con estructuras unidas no covalentemente a
la anterior (Draper, 1982). Esta envoltura posee una lámina electróndensa de peptidoglicano,
rodeada de una lámina electrotransparente de arabinogalactano y ácidos micólicos (Draper,
1982), formando el complejo micólico-arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP complex).
El género Mycobacterium (Lehmann et Al, 1896) incluye bacilos rectos o ligeramente
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curvos, cuyo tamaño oscila entre 0,2 y 0,6 por 1,0 y 1<> micrómetros; algunas veces forman
ramificaciones, filamentos, o un crecimiento semejante a micelios fácilmente fragmentables
en elementos bacilares y cocoides. No forman hifas aéreas visibles macroseópicamente. Son
Gram positivos, aunque no se tiñen perfectamente por este método. Son acróbios, inmóviles
y no forman endosporas. El contenido de G+C del ADN, establecido por determinación de
su 7’,.,, (temperatura a la cual el 50% de ADN de doble cadena está desnaturalizado) (Mandel
el Al, 1968) y por cromatografía líquida de alta resolución (Crowther et Al, 1986), varía entre
el 61 y 71% (Wayne et Al, 1968; Lévy-Frébault et Al, 1992). El contenido de G+C de
Mycobacreriunt leprae es menor, de 54 a 57% (Clark-Curtiss et Al, 1985). Además de la
especie tipo, Mycobacteriunz tuberculosis, este género posee más de 50 especies, algunas de
ellas agentes etiológicos de enfermedades para el hombre y los animales.
2.2. CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS
En 1959, E. H. Runyon clasificó estos microorganismos en cuatro grupos basándose
en las características de velocidad de crecimiento, pigmentación y morfología de las colonias.
Se considera que una micobacteria es de crecimiento lento cuando una dilución í0~ de una
suspensión del cultivo con aproximadamente 1 mg de bacilos/ml requiere más de siete días
para producir colonias visibles en un medio sólido. Estas especies no crecen además en
medios bacteriológicos estandar, en los que si se desarrollan las de crecimiento rápido (Lévy-
Frébault et Al, 1992).
Una de las características de algunas micobacterias es la producción, regular o
variable, de pigmentos carotenoides, amarillos, naranjas o más raramente rosas. En algunas
especies, la síntesis de estos pigmentos está específicamente inducida porla exposición de las
colonias jóvenes a la luz. La pigmentación se determina inoculando dos tubos de medios de
cultivo e incubando uno de ellos en la oscuridad. Una vez observado crecimiento en el tubo
control, el tubo mantenido en la oscuridad es expuesto a la luz una o dos horas, y reincubado
24 horas más para comprobar la existencia de pigmentación (Wayne eí Al. 1974). De acuerdo
a estas características, la clasificación de Runyon es la siguiente:
1. Especies fotocromógenas: incluye los microorganismos de crecimiento lento
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(requieren más de 7 días de incubación en condiciones óptimas para formar colonias
fácilmente visibles) que producen pigmento solamente si son expuestas a la luz.
II. Especies escotocromógenas: especies de crecimiento lento productoras de
pigmentos amarillo-naranja al ser incubados tanto en presencia de luz como en La
oscuridad.
III. Especies no cromógenas de crecimiento lento.
IV. Especies de crecimiento rápidos, de pigmentación variable.
Wayne y Kubica indican en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1986)
que las micobacterias de crecimiento lento y rápido están muy relacionadas en términos de
homología de ADN (Baess et Al, 1978; Mordarski ci Al, 1980). Todas las micobacterias de
crecimiento lento poseen una copia de los genes que codifican para cl ARN, mientras que las
crecedoras rápidas tienen al menos dos (Bercovier et 41, 1986). El análisis de la secuenciación
del ARNr 165 separa claramente los componentes de ambos grupos (Stackebrandt et ál, 1988;
Stahl et Al, 1990). Esta clasificación se corresponde también con la composición an~génica
(Stanford et Al, 1974; Chaparas et ál, 1978), la composición lipídica (Minnikin et ál, 1980)
y la susceptibilidad a bacteriófagos (Froman et 41, 1954).
Actualmente está clasificación ha sido casi completamente sustituida por otra basada
en las características patogénicas y del cuadro clínico que producen, así como en las
relaciones genéticas entre las micobacterias, agrupando a estos microorganismos en grupos
y complejos:
* Grupo de las micobacterías no cultivables o muy difícilmente cultivables,
productoras de lesiones dérmicas y nerviosas: M. leprae y M. lepraernurium.
* Complejo M. tuberculosis: formado por los productores de la tuberculosis humana
y animal: M. tuberculosis, M. bovis, Al? africanum y M. microti.
* Grupo MO’1T (mycobacteria other than tuberculosis): en la literatura aparecen
frecuentemente denominadas como atípicas, anónimas o inclasificadas. Comprenden
una amplia variedad de microoganismos, algunos de ellos subagrupados en complejos,
e incluye patógenos, saprofitos y patógenos oportunistas. Dentro de este grupo destaca
el complejo M. aviurn-intracellulare-scrofulaceurn, responsable de infecciones
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diseminadas en personas y animales.
2.3. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y TRATAMIENTO
El género Mycobacterium incluye bacterias que son parásitos obligados, cuyos nichos
ecológicos más importantes son los animales infectados, especies saprofitas de vida libre en
cl suelo y en el agua, y formas intermedias. Con inóculos suficientemente grandes todas las
micobacterias producen lesiones granulomatosas en animales de experimentación; sin
embargo, sólo algunas de éstas son capaces de multiplicarse en los tejidos del hospedador de
forma autolimitante o progresiva. Dependiendo de las especies involucradas, éstas muestran
predilección por órganos internos, la piel, los nervios o el tracto digestivo.
Las micobacterias atípicas son ubicuas en la naturaleza y su potencial patógeno para
personas y animales varía, pudiendo colonizar un determinado órgano de un individuo sin
producir síntomas, por lo que su solo aislamiento no implica enfermedad, y generalmente
necesitan una condición predisponente (daño pulmonar preexistente, tumores, heridas o
inmunosupresión) para multiplicarse en los tejidos (Woods et Al, 1987). Los postulados para
aceptar el papel patógeno de una micobacteria atípica incluyen una evidencia de afección
clínica que pueda ser debida a esa micobacteria, ausencia de aislamiento de M. tuberculosis,
M. bovis u otra micobacteria patógena que pudiera ser responsable, aislamiento abundante de
la micobacteria atípica (10<) colonias) y comprobación de las lesiones histológicas específicas
en los órganos afectados. En las tablas 1.2 y 1.3 se mencionan las micobacterias de
crecimiento lento y rápido, respectivamente, y las enfermedades que pueden producir.
Tabla 1.2. Especies de crecimiento lento del género Mycobacterium y enfermedades que causan más
frecuentemente (Wayne et Al, 1986; Woods et Al, 1987: Wayne et Al, 1992; Quinn eL Al, 1994).
Especie Enfermedad natural
M. tuberculosis Tuberculosis en el hombre, primates, carnfvoros, cobaya, etc...
M. bovis Tuberculosis en nimiances, suidos, carnívoros, hombre, conejo, etc...
M. microtí Tuberculosis en campañoles
M. afticantun Tuberculosis humanaen Áfriea tropical
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(Continuación)
M. kansasu
M. Inarinum
M. gastr¡
Al. nonchroniogenicuni
M. terrae
Al. trí viole
M. »mlnwense
M. shinwidei
Al. gordonae
Al. asiaticum
M. szulgai
Al. simiae
Al. scrofulaceupn
Al. avium-M. intracellulare
M. paratuberculosis
Al. xenopi
Al. ulcerans
Al. haeniophilum
Al. farcinogenes
Al. lepraemurium
Al. leprae
Enfi~rmedad pulmonar crónica en el hombre
Aislado de lesiones tuberculosas de pulmón y ganglios linfáticos dc
ciervos, cerdos y vacas
IJíceras y granulomas cutáneos en el hombre
Granulomas y enfermedad diseminada en peces, anfibios y mamíferos
acuáticos
Considerado no patógeno
Considerado n~ patógeno
Considerado no patógeno
Considerado no patógeno
Ocasionalmente enfennedad pulmonar crónica en el hombre
Enfermedad pulmonar en el hombre
Considerado no patógeno
Aislado de monos
Ocasional enfermedad pulmonar en personas
Enfermedad pulmonar crónica, adenitis y bursitis en el hombre
Enfermedad pulmonar crónica, osteomielitis y enfermedad diseminada
humana
Linfadenitis cervical en nulos
Lesiones tuberculosas de ganglios linfáticos de cerdos, búfalos y vacas
Linfadenitis cervical en niños, enfermedad pulmonar y diseminada en
personas inmunodeprimidas
‘tuberculosis aviar, lesiones en ganglios cervicales y del tracto digestivo
en cerdos, raramente lesiones iníeslinales y diseminadas en marnífems,
incluyendo primates
Tuberculosis pulmonar, hepática y renal en tortugas marinas
Enfermedad de johne en bóvidos y otros rumiantes
Enfermedad de Crohn en el hombre
Ocasional enfermedad pulmonar crónica humana
Úlceras cutáneas en gatos y sapos, lesiones en los ganglios linfáticos del
digestivo en cerdos
Ulceras cutáneas y granulomas subcutáneos en humanos
Ulceras cutáneas y granuloma subcutáneo en personas inmunodeprimidas
Enfennedad linfática del ganado vacuno cii Africa
Lepra minina y enfermedad nodular cutánea de los gatos
Lepra humana
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Tabla 1.3. Especies de crecimiento rápido del génem Mycohac¡erium y enfennedades que causan más
frecuentemente (Wayne et Al, 1986; Woods et Al, 1987; Wayne et Al, 1992; Quinn et Al, 1994)
.
Especie
Al. chelonae
Al. fortuitum
Al. chitae
M. senegalense
Al. agrí
Al. smegmatis
Al. phlei
Al. thermoresistibile
Al. aichiense
Al. auruni
Al. chubuense
Al. duvahi
Al. flavescens
Al. gadium
Al. gitvum
Al. ko,nossense
Al. neoaurum
M. obuense
Al. parafortuituni
Al. rhodesiae
M. sphogni
Al. tokaiense
Al. vaccae
Enfermedad natural
Ocasionalmente infecciones cutáneas, pulmonar, diseminadas y
postoperatorias en personas
Lesiones pulmonares en tortugas, granulomas diseminados en peces
Lesiones granulomatosas en ganglios linfáticos de vacuno, abscesos y
lesiones nóduloulcerativas en gatos, cerdos y manaties
Abscesos en ganglios linfáticos y enfermedad diseminada en monos
Ocasionalmente infecciones cutAnea~, pulmonar, diseminadas y
postoperatorias en humanos
<3ranulomas diseminados en ranas
Granulomas en ganglios linfáticos y ubres del vacuno, granulomas en
ganglios linfáticos, pulmón y articulaciones en cerdos, lesiones
granulomatosas en el pulmón y la piel en penos, lesiones ulcerativa.s y
piogranulomatosas en la piel de los gatos
Considerado no patógeno
Enfermedad linfática del ganado vacuno en África
No considerado patógeno
Ocasionalmente lesiones cutáneas en gatos, mastitis granulomatosas en
vacas
No considerado patógeno, ocasionalmente lesiones cutáneas en gatos
No considerado patógeno
Ocasional enfermedad pulmonar en humanos
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No considerado patógeno
No conocida
No considerado patógeno
No considerado patógeno
Aislado de ubre y lesiones cutáneas del ganado vacuno
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Al. porcinurn
Al. fallax
M LJUStYOtJfflCt2flUYfl
Al. diernhoferi
Al. pulveris
Linfaadenitis en cerdo
No conocida
No conocida
No considerado patógeno
No considerado patógeno
El tratamiento depende de cada microorganismo, pero en general son terapias muy
largas y los antibióticos encuentran dificultades en alcanzar su objetivo, ya que estas bacterias
suelen ser parásitos intracelulares y las lesiones están encapsuladas. Las micobacterias son
relativamente resistentes a la mayoria de antibióticos dc amplio espectro, con la excepción
de la estreptomicina y la rifampicina. El tratamiento de la tuberculosis humana implica la
utilización de una combinación de difernntes antibióticos, dependiendo de si el paciente ha
estado solamente expuesto o ha desarrollado la enfermedad, y de la aparición de resistencias;
los mismos principios generales deberían ser aplicados al considerar el tratamiento de los
animales en los que no esté legalmente prohibido.
Tabla 1.4. Regímenes terapéuticos
Terapia
Quimioprofilaxis
Primera línea (combinación)
Segunda línea (resistencias)
en tuberculosis (Greene, 1984).
Fármaco
Isoníazida
Isoníazída
Rifaxnpicina
Estreptomicina
Etainhutol
Ácido Paraaininosalicílico
Pirazinamida
Etionainida
Cicloserina
Kanamicina
La quimioprofilaxis con isoniazida durante 6 meses a 1 año es aconsejable en caso de
exposición a la infección, y cuando una inmunosupresión aumenta la posibilidad de desarrollar
la enfermedad activa. En los tratamientos combinados iniciciados en los años 50 se comprobó
que el uso conjunto de isoniazida con estreptomicina y ácido paraaminosalicflico, obtenía una
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tasa de curación superior al 90%, sin embargo requería un tratamiento de 24 meses. En los
60, se observó que los pacientes que recibían quimioterapia no constituían un riesgo de
contagio, el etambutol reemplazó al ácido paraaminosalicflico y la duración del tratamiento
se redujo a 18 meses.
En los 70 se utilizó la terapia de 9 meses, combinando rifampicina con isoniazida más
estreptomicina y etambutol los dos primeros meses. Posteriormente, se comprobó que la
adición de pirazinamida a la combinación de isoniazida y rifampicina administrada durante
un periodo de 6 meses (qimioterapia de curso corto o SCC) tiene una tasa de curación
superior al 90% (Cohn et Al, 1990). Estos fármacos son sustituidos por otros más tóxicos si
aparecen o se sospecha de resistencias. La tasa de curación es alta incluso en circunstancias
sociales, políticas y económicas difíciles: 96% en Malawi y 86% en Tanzania.
La mayor parte de los quimioterápicos utilizados para tratar las infecciones por M.
tuberculosis y M. bovis (isoniazida, etambutol, pirazinamida, ácido paraaminosalicílico) son
bastante específicos para estos microoganismos y muestran escasa acción inhibitoria frente
a otras especies de micobacterias. Algunas infecciones no responden al tratamiento y deben
ser eliminadas quirúrgicamente.
Las infecciones por M. avium-intracellulare son extremadamente resistentes y
requieren terapia múltiple. Se ha intentado el tratamiento con combinaciones de azitromicina
o claritromicina como fármaco base, más etambutol como segundo fármaco y rifabutina,
rifampicina, ciprofloxacina o amicacina (Mangura et ál, 1994).
2.4. DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE MICOBACTERIAS
En el proceso diagnóstico rutinario en el laboratorio de micobacterias es necesario
seguir unas pautas características en la microscopia directa, el cultivo y la identificación,
definidas por las peculiares propiedades de las micobacterias respecto a su composición
química y su velocidad de crecimiento extremadamente lenta.
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2.4.1. Microscopia directa
La microscopia directa es el método más rápido, sencillo y económico para la
detección presuntiva de bacilos ácido-alcohol resistentes en las muestras clínicas (Huebner et
Al, 1993). Puede realizarse por tinción de las improntas siguiendo el método de Ziehí-Neelsen,
o con un fluorocromo. Los fluorocromos, como la auramina (Richards et ál, 1941; Smithwick,
1976) o e] naranja de acridina (Smiíhwick et Al, 1976> permiten detectar m& fácilmente las
micobacterias, examinando un área mayor en menos tiempo (Kent et Al, 1985). Las bacterias
se ven como bacilos delgados, a menudo con aspecto de una sarta corta de abalorios.
Las posibilidades de encontrar bacilos en las improntas aumenta conforme lo hace su
concentración en la muestra. Para que puedan ser detectadas es necesario que haya más de
i0~ micobacterias en cada ml de muestra (Yeager et Al, 1967; Rouillon et Al, 1976; Bates,
1979). El número de micobacterias en las muestras depende de varios factores: la especie
involucrada, el estadio de la enfermedad y el hospedador; suele ser bajo en las infecciones
ocasionadas por Al. bovis en vacuno y caprino, pero mayor en ciervos y tejones, etc... Al.
avium suele aparecer en gran número en las improntas de tejido, y su morfología es más
variable que la de Al. bovis. Las especies de micobacterias no pueden ser diferenciadas por
microscopia. Además, la microscopia es menos sensible que el cultivo, por lo que el
diagnóstico definitivo debe basarse en la identificación del microoganismo a partir de la
muestras clínica.
2.4.2. Cultivo e identificación tradicionales
a. Cultivo
Para el aislamiento de las micobacterias debe tenerse en cuenta que no todas poseen
los mismos requerimientos nutricionales, ni la misma velocidad de crecimiento, pero en casi
todos los casos es un proceso lento y tedioso, que require el uso de medios específicos.
El agente de la lepra humana, M. leprae, no puede ser cultivado in vitro, utilizándose
para su estudio en el laboratorio la inoculación en armadillos y ratones (Shepard et ál, 1965).
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M. paratuberculosis, productor de la paratuberculosis de los rumiantes solo puede ser
cultivado en medios enriquecidos con micobactinas. Las especies aisladas más frecuentemente,
Al. tuberculosis, Al. bovis y Al. avium, poseen requerimientos nutricionales complejos y
necesitan un tiempo de incubación superior a las 2 a 6 semanas. Las micobacterias de
crecimiento rápido no precisan factores nutricionales especiales.
El cultivo de micobacterias puede realizarse a partir de diversas muestras: aspirados
de cavidades, biopsias, esputos, orina, leche, etc..., siendo necesario seguir un protocolo que
permita la recuperación selectiva de estos microorganismos. La licuefacción con cloruro de
benzalconio y la digestión por homogenización del mucus o el tejido liberan las micobacterias
y facilita la acción de las sustancias descontaminantes. La mayoría de las muestras contienen
también microorganismos de crecimiento rápido, aunque su carga depende en gran medida
de su naturaleza y de la forma en que fue recolectada. Las bacterias no ácido-alcohol
resistentes pueden alterar el pH, modificar con sus enzimas la composición de los medios y
enmascarar con su crecimiento el de las micobacterias.
Aprovechando la resistencia de las micobacterias a determinados productos químicos
debe realizarse una descontaminación previa de la muestra. Entre estas sustancias se incluyen
el ácido oxálico al 5% (Lesslie et Al, 1970; Claxton et Al, 1979), ácido sulfúrico al 4%
(Thorel, 1982), NaOH al 2-4% (Vestal, 1975; Rogers et Al, 1980; Shane et Al. 1993), 1%
NaOH-3% laurilsulfato sódico (SOS) (Tacquet et Al, 1961; Tacquet et Al, 1965), 2% N-acetil-
L—cisteína (NALC)-1-3% NaOH (Kubica et Al, 1963; Kubica et Al, 1964; Kent, 1985). fosfato
de Zefiran trisódico (Z-TSP), y cloruro de hexadecilcetilpiridinio (HPC) (Comer et Al, 1988;
Comer et Al, 1995), compuestos a los que las micobacterias son relativamente resistentes.
El tiempo de exposición a los agentes descontaminantes debe ser cuidadosamente
controlado, debido a que la resistencia de las micobacterias no es absoluta (Krasnow et Al,
1969). Estos descontaminantes son parcialmente tóxicos (Vestal, 1975; Kent, 1985), e incluso
en condiciones óptimas un 80 o 90% de las micobacterias de la muestra pueden ser destruidas
(Comer et Al, 1995). Se considera que el tratamiento con SOS es más apropiado que el
NALC, NaOH y Z-TPS, y que la tasa de contaminación es menor (Sawinger et Al, 1987). El
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Z-TPS es más destructivo para las micobacterias no tuberculosas que el resto de los productos
(Yajko et Al, 1993). El HPC al 0,75% es tan efectivo en el control de contaminantes como
el NaOH al 2%, y es menos tóxico, por lo que se considera el descontaminante de elección
(Comer et ál, 1995; Liébana eí ál, 1995).
Puesto que las micobacterias están presentes en bajo número en las muestras, éstas
deben ser concentradas para facilitar su detección. Esta concentración suele realizarse por
centrifugación. 3.00<) g aplicadas durante 15 minutos, o 2.500 durante 20 minutos es
suficiente (Ratnam et Al, 1986).
A continuación las muestras descontaminadas se siembran en los medios de cultivo
que las micobacterias investigadas requieran. Los medios pueden tener base de agar, como
los de Middlebrook (Dubos et ál, 1947; Cohn et ál, 1968; Gallagher et ál. 1977) y el B83
(Cousins et ál, 1989), o de huevo, como Stonebrinks (Stonebrink, 1958; Lesslie, 1959),
Lówestein-Jensen (Lówenstein, 1931; Jensen, 1932) y Coletsos (Coletsos, 196<)). Estos últimos
contienen verde malaquita (aproximadamente 0.025 g/100 mí) como agente selectivo,
asimismo algunos medios incorporan antibióticos (lincomicina, cicloheximida y ácido
nalidíxico) para hacerlos más selectivos. Algunas micobacterias, como M. tuberculosis y Al
avium, requieren glicerol para su crecimiento, que sin embargo, inhibe el crecimiento de M.
bovis, el cual se ve estimulado por un 0,4% de piruvato sádico. Los medios utilizados para
el aislamiento de las organismos pertenecientes al complejo M. tuberculosis suelen estar
preparados en pico de flauta y en botellas cerradas a rosca.
Los medios recomendados para algunas cepas de M. avium aisladas de aves y de
mamíferos y que requieren micobactinas para su crecimiento son el medio de Stuart
enriquecido con albúmina bovina y 3 pglml de micobactina de Al. phlei (Stuart, 1965) y el
medio de Watson-Reid (Watson, 1935; Thorel et ál, 1987).
No existe una opinión generalizada del medio que ofrece mejores resultados (Stager
et Al, 1991; Wilson et ál, 1995; Anagyros et ál, 1990). La mejor opción es siempre una
combinación de medios que obtengan la mayor sensibilidad en el cultivo.
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Las temperaturas óptimas de crecimiento también varian ampliamente dependiendo de
las especies, estando generalmente comprendidas entre 300 y 450C. Su crecimiento es lento
o muy lento, con tiempos de generación que oscilan según las especies entre 2 y más de 2<)
horas (David, 1973), por lo que las colonias de algunas especies necesitan hasta 8 semanas
para ser visibles. El lento crecimiento y la actividad bioquímica de las micobacterias puede
ser debida, en parte, a la naturaleza hidrofóbica de estas bacterias asociada a su alto contenido
en lípidos, así como también a su relativamente baja producción de ARN polimerasa y baja
proporción de ARN respecto del ADN. Se calcula que la sensibilidad del cultivo de estos
microorganismos es 1(9 bacilos en cada ml de muestra (McFadden et Al, 1990).
b. Identificación
Las características morfológicas macróscopicas de las micobacterias varían
ampliamente, y la mayor parte de las especies forman más de un tipo de colonia, dependiendo
también de la composición del medio (Lévy-Frébault et Al, 1992). Las colonias de algunas
especies, como M. tuberculosis, suelen ser normalmente rugosas, duras y de color beis;
mientras que otras, como M. intracellulare, son comúnmente lisas.
La identificación por métodos convencionales incluye numerosas pruebas bioquímicas
diferentes, según estén destinadas a la caracterización de especies de crecimiento lento o
rápido. Algunas cepas pueden tener tasas de crecimiento intermedias, por lo que existen
ciertas características útiles para su identificación, como el crecimiento en presencia de 5%
de Nací (Kestle et Al, 1967), el crecimiento con 0,2% de ácido pícrico (Tsukamura, 1965;
Tsukamura, 1967), la utilización del succinato, malato y fumarato como fuente de carbón y
del fumarato y glutamato como fuente de carbono y nitrógeno (Tsukamura, 1976). y el uso
de hierro y la prueba de la tinción de microcolonias.
Aunque las micobacterias comparten rutas metabólicas comunes a otros miembros
bacterianos, se emplean pruebas bioquímicas desarrolladas específicamente para los miembros
de este género, adaptadas a su lento metabolismo. El Grupo Internacional de Taxonomía de
las Micobacterias (International Working Group on Mycobacterial Taxonorny, IWGMT)
propuso las pruebas para utilizar en la sistemática de este género y para la realización de
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matrices de taxonomía numérica (porcentaje de pruebas con el mismo resultado del numero
total de pruebas realizadas) del grupo de las micobacterias de crecimiento lento (Meissner et
Al, 1974; Wayne et Al, 1974; Tsukamura, 1976; Wayne et Al, 1976; Wayne et ál, 1978; Wayne
et ál, 1980; Wayne et Al, 1981, Wayne ct ál, 1983; Wayne et Al, 1984; Wayne et Al, 1989;
Wayne et ál, 1991), y del grupo de las micobacterias de crecimiento rápido (Kubica et Al,
1972; Salto et Al, 1977).
Las pruebas más frecuentemente utilizadas son el circimiento a distintas temperaturas
(25, 30, 33, 37, 42 y 450C), pigmentación, producción de niacina (Konno, 1956; Runyon et
Al, 1959), reducción de nitratos (Virtanen, 1960), tolerancia al 5% dc NaCí (Kestle et Al.
1967; Kubica, 1973), desaminación de pirazinamida (Wayne, 1974), producción de ureasa
(Murphy et Al, 1975; Steadham, 1979), crecimiento en agar MacConkey sin cristal violeta
(Jones et Al, 1964; Kubica et Al, 1974), inhibición por la hidracida del ácido tiofeno-2-
carboxílico JCH) 2 ¡.¡g/ml (Harrington et Al, 1966; Vestal et Al, 1967), inhibición por cl ácido
p-nitrobenzoico (500 ~sg/ml)utilización de la arilsulfatasa (Kubica eí ál, 1961; Whitehead et
ál, 1953), hidrólisis del Tween 80 (Wayne et Al, 1964) y producción de catalasa (Kubica et
Al, 1966). La principal desventaja de este tipo de pruebas es el tiempo excesivamente largo
(hasta 2 semanas) que requieren en su realización debido al lento crecimiento y baja actividad
de las micobacterias, y que las condiciones de realización de estas pruebas son críticas para
la reproducibilidad de los resultados, los cuales pueden variar drásticamente dependiendo de
la concentración del sustrato, composición del tampón, tiempo de reacción, etc..., por lo que
en cada batería de pruebas deben incluirse cultivos de referencia (Lévy-Frébault et ál, 1992).
El aislamiento e identificaciónmediante inoculaciones en animales de experimentación,
basadas en la diferencia de patogenicidad de las micobacterias en conejos, cobayas y pollos,
no se utiliza actualmente por razones éticas y económicas.
En las baterías de pruebas empleadas para taxonomía numérica de micohacterias. se
tiende a asociar en el mismo grupo (complejo o complex), especies con porcentaje de
similitud igual o superior al 85% (Tsukamura, 1976). En general, y excluyendo algunas
excepciones, existe buena correspondencia entre el agrupamiento de especies por pruebas
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bioquímicas y porcriterios independientes, tales como análisis antigénico por inmunodifusión
e inmunoelectroforésis, especificidad de pruebas dérmicas, separación inmunológica de
proteínas seleccionadas y homología ADN/ADN. Por esta última técnica se ha comprobado
que el ADN de los miembros del complejo M. tuberculosis presentan homologías superiores
al 86% (Grosskinsky et ál, 1989) y que M. paratuberculosis es prácticamente indistinguible
de M. aviurn (McFadden et ál, 1987).
En algunos casos no es necesario completar la identificación hasta especie; por
ejemplo, para el diagnóstico clínico puede ser suficiente identificar un organismo como
perteneciente a un complejo formado por microorganismos de similar significación, ya que
en estas ocasiones, la complejidad de las pruebas necesarias para la identificación puede
sobrepasar el valor de la información obtenida.
2.5.3. Nuevos métodos de cultivo e identificación
Aunque las características del cultivo y las pruebas bioquímicas son definitivas en la
identificación, existen nuevas técnicas de diagnóstico descritas en estos últimos años con la
finalidad de subsanar los inconvenientes del diagnóstico tradicional: (1) los sistemas de
detección radiométrica (Ractec TB system), (2) la cromatografía líquida de alta resolución,
(3) las sondas de ácidos nucleicos y (4) la reacción en cadena de la polimerasa.
a. Sistemas de detección radiométrica
El cultivo radiométrico BACTEC (Becton Dickinson) utiliza un medio de cultivo
líquido (7H12) que contiene ácido palmítico marcado con C’4 (Middlebrook et Al, 1977). Este
ácido graso es metabolizado por las micobacterias en su crecimiento y convertido en CO
2
marcado. La conversión está calibrada para medir el índice de crecimiento de M. tuberculosis
(Cummings et a!, 1975; Middlebrook et ál, 1977). El medio puede incluir PANTA (polimixina
B, anfotericina B, ácido nalidíxico, trimetoprim y azlocilina) para controlar la contaminación
(Siddiqi et Al. 1986). A partir de estos cultivos puede emplearse para la identificación
preeliminar de micobacterias añadiendo p-nitroaminohidroxipropiofenona (NAP) que inhibe
el crecimiento del complejo M. tuberculosis, obteniendo el diagnóstico en una media de 17
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días (Stager et Al, 1991), y para el estudio de la sensibilidad a los antibióticos.
Este sistema detecta la presencia de micobacterias en una muestra clínica, reduciendo
la obtención de cultivo a 7-16 días (Takahashi et Al, 1983; Anagyros et Al, ¡990), y a ¡4-24
días las muestras negativas en la tinción, aproximadamente en la mitad de tiempo que los
medios sólidos. En general, las tasas de cultivo con BACTEC son superiores (Morgan et Al,
1983; Roberw et Al, 1983; Park et ál, 1984; Kirihara et Al, 1985). Sin embargo, el número de
contaminaciones es mayor (5-10%) que con los medios convencionales (1-4%) (Salfinger et
ál, 1987; Anagyros et ál, 1990). Sus principales inconvenientes son el costo elevado y la
utilización de un isótopo radiactivo.
b. Cromatografía líquida de alta resolución
La cromatografía líquida de alta resolución (high-pe¡formance liquid chro¡notography,
HPLC) estudia los ácidos micólicos específicos de especie o complejo. El análisis por HPLC
de las muestras derivatizadas produce un patrón característico. La utilización de programas
de ordenador simplifica el procedimiento (Glickman et Al, 1994), pero su realización requiere
un equipo considerable y un alto grado de conocimientos técnicos, por lo que solamente es
apropiado para grandes laboratorios de referencia.
c. Sondas de ácidos nucleicos
Este método se basa en ]a reasociación de ADN heterólogo u homólogo
desnaturalizado. Las sondas comerciales para micobacterias Accuprobe system (Gen-Probe
mc, San Diego, CA) utilizan oligonucleótidos sintéticos monocatenarios marcados con un
producto quimioluminiscente y complementarios al ARN ribosómico, presente en
aproximadamente io~ copias en cada célula. Estos se unirán formando un híbrido ADN:ARN
(McFadden et ál, 1990). Las sondas actuales utilizan un ester de acridinio
(quimioluminiscente) que produce luz en presencia de peróxido y un pH elevado (Goto et ál,
1991). Hay sondas disponibles para los complejos M. tuberculosis y M. aviurn-intracellulare.
Se aplica para la identificación de cultivos obteniendo una sensibilidad entre el 95,2 (Lebrun
et ál, 1992) y el 98% (Musial et Al, 1987); ahorrando entre 3 y 8 semanas, pero carece de la
sensibilidad necesaria para la detección directa de micobacterias a partir de muestras clínicas.
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ya que requiere la presencia de 3 x íO~ bacilos en cada prueba (Pao et ál. 1988).
d. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
La reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et
Al, 1985; Mullis et Al, 1987) permite la amplificación de secuencias específicas de ADN,
generando millones de copias a partir de una sola molécula de ADN. Es un método simple
que provee alta sensibilidad en la detección, al menos semejante a la del cultivo, combinada
con la especificidad de las sondas. En un primer paso, el ADN es desnaturalizado a 940C. En
un segundo paso, balo condiciones experimentales adecuadas, los iniciadores (prirners) de la
reacción, oligonucleótidos de 15 a 30 pares de bases (p.bj, hibridan en secuencias del genoma
conocidas y separadas de 100 a 2000 p.b. del ADN diana o molde. Cada iniciador se une a
una cadena, con sus extremos 3’ apuntándose entre sí. La temperatura de esta hibridación
depende de la longitud de los iniciadores y de su proporción en G+C; en cualquier caso, a
más temperatura la especificidad de la reacción es mayor. En el tercer paso, el fragmento del
ADN localizado entre los iniciadores es rápidamente amplificado utilizando una enzima
polimerasa de ADN procedente de la bacteria Thermus aquaticus, que actúa a 720C. Esta
amplificación se lleva a cabo añadiendo desoxinucícótidos trifosfato, complementados a la
cadena de ADN molde, en los extremos 3’ de los iniciadores. Por lo tanto, el fragmento de
ADN se duplica en cada ciclo, obteniéndose una copia de cada una de las cadenas. La
reacción vuelve a repetirse 30 o 35 ciclos, obteniendo replicaciones sucesivas,
Al finalizar 35 ciclos, la cantidad de ADN es teóricamente ~ aunque la saturación
de la enzima, la hibridación del ADN diana y otros factores limitan la amplificación. Sin
embargo, el rendimiento obtenido con esta reacción es suficiente, y el producto de la reacción
puede ser detectado por hibridación (0,3 pg de ADN) o por electroforesis en gel de agarosa
con tinción de bromuro de etidio (1-10 ng) (McFadden et Al, 1990). La sensibilidad
extremadamente alta de la técnica obliga a tomar precauciones para evitar la aparición de
falsos positivos debido a contaminaciones, especialmente con producto de PCR (Kwok et ál,
1989).
La PCR puede aplicarse en un amplia variedad de muestras (cultivo puro, tejidos,
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líquidos biológicos) para detección de enfermedades hereditarias, tumores, microorganismos
y en medicina forense. En todos los casos requiere que las células que contienen ci AIJN que
va a ser amplificado estén lisadas para liberar su genoma, por lo que es necesario el desarrollo
de un método de extracción del ADN adecuado a cada muestra. Precisa también conocer la
secuencia de ADN específica para la elección de los iniciadores y la puesta a punto de las
condiciones óptimas para cada reacción, tanto respecto a los reactivos (concentraciones de
iniciadores, polimerasa, deoxinucleótidos trifosfato, MgCI2 y tampón dc la reacción) como a
la temperatura, duración de cada paso y número de ciclos (Innis et Al, 1990).
La utilización de la PCR, asociada al análisis de restricción enzimática, permite la
separación de micobacterias y nocardias (Lungu et Al, 1994), así como la identificación de
especies mediante la diferenciación de los patrones generados por restricción enzimática con
HaeIII de los fragmentos del gen que codifica la proteína de choque térmico de 65 kDa (HSP)
amplificados. Esta técnica ha sido aplicada a micobacterias crecedoras lentas (Plikaytis et Al,
1992; Telenti et áJ, 1993; Vaneechoutte et Al, 1993) y rápidas (Steingrube et Al, 1995).
La reacción en cadena de la polimerasa se ha utilizado para el diagnóstico rápido de
patógenos de crecimiento lento (Guatelli et Al, 1989; Moser et Al, 1989; Van Eys et Al, 1989),
asi como para la identificación de cultivos y la detección de microorganismos del complejo
M. tuberculosis a partir de muestras humanas (A. Brisson-No~l et Al. 1989; Boddinghaus et
Al, 1990; Cousins et Al, 1991; Eisenach et Al, 1991; Buck et Al, 1992), pero ha sido raramente
utilizada para la detección de M. avium (Kim et Al, 1994). Aunque el procedimiento es muy
sensible en cultivos, su sensibilidad es bastante menor a partir de muestras clínicas,
especialmente tejidos (Wards et 61, 1995).
Las secuencias de ADN utilizadas en este trabajo son especificas del género
Mycobacrerium (gen que codifica el ARN ribosómico) y de los miembros del complejo M.
tuberculosis (gen que codifica la MPB7O y secuencia de inserción ISÓJJO).
Gen que codifica el ARN ribosómico
Las secuencias del ARN ribosómico (ARNr) están altamente conservadas entre los
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procariotas. El análisis comparativo de estas secuencias revela tramos de secuencias muy
conservadas y otros variables (Woese, 1987). Son características de casi cada microorganismo,
y han sido utilizadas paraestablecer relaciones filogenéticas entre especies bacterianas (Woese
et Al, 1983; Lane et Al, 1985), así como para la identificación de microorganismos (Grimont
et Al, 1986; Góbel et Al, 1987; Rossau et Al, 1989). Las regiones menos conservadas en la
evolución de las micobacterias son objetivos potenciales para sondas específicas de género
o de especie (Bóddinghaus a Al, 1990).
Las micobacterias de crecimiento rápido tienen dos copias de los genes ARNr en el
cromosoma, mientras que las micobacterias de crecimiento lento únicamente tienen una copia
(Bercovier et Al, 1986). Este bajo número de copias puede ser una de las razones del lento
crecimiento de las micobacterias (Bercovier et ál, 1986), ya que otros procariotas, cuyo
crecimiento es mucho más rápido que el de las micobacterias, tienen varias copias del operon
del ARNr (por ejemplo, Eseherichia coil tiene 7, Clostridium perfringens 9). El orden de los
genes en estas bacterias es idéntico al de otros procariotas, 5’-promotor-165-23S-5S-3’,
(Brosius et ál, 1981; Bercovier et Al, 1986). Entre las secuencias que codifican el JL6S y el
23S, y entre el 23S y el SS, existen espaciadores o secuencias intergénicas. Estas regiones
espaciadoras están sometidas a menor presión selectiva en la evolución, por lo que varían más
que las secuencias de los genes con papel funcional (Barry et Al, 1991). Las variaciones
existentes entre organismos son una fuente de secuencias específicas de especie, sin embargo,
estas secuencias no permiten diferenciar entre los distintos componentes del complejo M.
tuberculosis (Glennon et Al, 1994).
El conocimiento de la secuencia de nucleótidos del gen que codifica el ARNr 16S de
muchas micobacterias, mediante secuenciación directa del gen (Suzuki et Al, 1988) o de
fragmentos generados por transcriptasa inversa a partir del ARNr 16S (Smida et Al, 1988),
permitió revelar que aunque todas las micobacterias pertenecen a la rama de los
actinomicetos, las especies de crecimiento lento y rápido están bien separadas
filogenéticamente (Smida a Al, 1988). Entre las especies de crecimiento lento, una media del
96% de las secuencias son homólogas, indicando un estrecho grupo (Smida et Al. 1988).
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Según los experimentos realizados por BÉsddinghaus y sus colaboradores en 199(1,
existen varias regiones del ARNr 16S variables en las micobacterias. Una región altamente
variable en las cubacterias, correspondiente a las posiciones 161 a 213 de E. col, (la
numeración IUB), es una posible región específica de especie, ya que la alineación de las
secuencias muestra pequeñas diferencias entre las especies investigadas: complelo M.
tuberculosis (las secuencias de todos los miembros del complejo son idénticas), grupo M.
aviurn (incluyendo M. paratuberculosis), M. kansasii (M. gasrri. M.si,niae y M.
scrofulaceum), M. chelonae, M. smegmatis, M. marinurn, M. fortuiturn, etc...
Algunas regiones son específicas de género y muestran al menos dos bases diferentes
al compararlas con otras secuencias del ARNr 165 publicadas (Dams et Al, 1988), incluyendo
secuencias de especies pertenecientes al grupo Corynebacrerium-Nocardia-Actinornyces. Estas
son la región 414 (posiciones en E. coIl 212 a 23<)), región 247 (590 a 609), región 266 -267
(614 a 633), región 260 (988 a 1007) y región 264 (1027 a 1046). Las dos últimas están
perfectamente conservadas en todas las especies de micobacterias y no aparecen en otros
microorganismos (Bóddinghaus et Al, 1990), por lo que los oligonucícótidos complementados
de estas secuencias pueden ser utilizados como iniciadores para amplificaciones específicas
de género. La combinación de éstos con un iniciador complementario de una secuencia común
del ARNr lÓS, por ejemplo el oligonucleótido 246 (Edwards et ál, 1989). produce una banda
con el tamaño esperado en presencia de ADN de micobacterias (Bóddinghaus Al, 1990). Este
método ha sido utilizado para la identificación de cultivos (Wilton et Al, 1992) y para el
diagnóstico de tuberculosis a partir de muestras clínicas humanas (Cousins et Al, 1992). Los
iniciadores MYCGEN-F, oligonucleótido universal 246, y MYCGEN-R, inverso y
complementado de la secuencia 264 (Bóddinghaus et Al, 1990) amplifican un framento de
1.03(1 p.b.
Gen que coditica la MPB7O
La proteína de secreción MPB7O fue aislada por primera vez a partir de M. bovis BCG
(Nagaí et Al, 1981). Es secretada por las cepas de M. bovis, por lo que aparece
predominantemente en las preparaciones de cultivos filtrados (Harboe et Al, 1984; Abou-Zeid
et 61, 1986), siendo un importante antígeno en los preparaciones de PPD a partir de A’!. bovis.
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El peso molecular de la proteína estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes es 18-23 KDa, aunque su motilidad parece ser anómala (Haslov
et Al, 1987; Fifis et ál, 1989). El análisis con anticuerpos monoclonales demuestra que
contiene al menos 3 epítopos (Wood et Al, 1988).
El gen que codifica la MPB7O, de 673 nucleótidos, fue secuenciado en el curso de una
investigación sobre los epítopos específicos para su utilización en el diagnóstico serológico
de la tuberculosis bovina (Radford et Al, 1990). Según la secuencia obtenida, el tamaño de la
proteína es menor (16 KDa). No se conoce la función biológica de ésta proteína, ni se ha
relacionado su nivel de producción con ninguna característica de M. bovis, tampoco existe
similitud con otras proteínas conocidas de donde pueda inferirse (Radford et di, 1990). La
amplificación de ADN con dos oligonucleótidos dirigidos a éste gen ha sido utilizada para
la identificación de cultivos (Cousins et Al, 1991). Los iniciadores utilizados, TB-1F y TB-2R
generan un producto de 372 p.b., que se detectó en todos los miembros del complejo M.
tuberculosis (Cousins et Al, 1991).
Secuencia 156110 (elementos móviles de ADN)
Los elementos móviles son secuencias de ADN capaces de excindirse e integrarse en
numerosos lugares del cromosoma, cambiando de posición de un lugar a otro dentro del
genoma, o desde éste a elementos extracromosómicos o bacteriófagos, independientemente
de los sistemas del hospedador. Estos elementos se han encontrado en la mayoría de los
organismos estudiados; muchos contienen genes que confieren resistencia a antibióticos,
determinantes de patogenicidad y resistencia a metales pesados o enzimas. Un tipo especia!
de elementos móviles son los transposones (Tn), piezas de ADN que pueden alcanzar vanos
miles de p.b., que incluyen genes de resistencia a antibióticos, y que se clasifican según el
tipo de resistencia que confieren.
Los elementos móviles más pequeños son las secuencias de inserción (IS). Su ¡amaño
varía entre 800 y 2.500 p.b. (están clasificadas por tamaño en ¡SI, ¡82, 153, etc...). Se
encuentran, en número muy variable, tanto en bacterias Gram-positivas, Gram-negativas como
en Asqueas, estando presentes en el cromosoma, plásmidos y bacteriófagos. Las secuencias
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de inserción contienen las funciones necesarias para la transposición y secuencias cortas,
repetidas e invertidas, en sus extremos. Algunas secuencias de inserción Ñwman parte de
transposones que proporcionan resistencia a antibióticos. Algunos de estos elementos no
tienen un lugar específico de inserción y se integran aleatoriamente en el cromosoma, otros
tienen puntos específicos de integración, llamados “hot spots. Se han propuesto varios
mecanismos para explicar la transposición; la transposición replicativa y la transposición
conservadora (Pato, 1989). En algunos casos se ha demostrado que las secuencias de ADN
repetitivas son específicas de especie.
Se conocen diversos elementos móviles en las micobacterias. El Tn6IO. aislado de M.
fortuiturn (Martín a di, 1990), confiere resistencia a sulfonamidas; contiene un fragmento
centra] homólogo a las secuencias de los transposones de la familia 7h21, y está flanqueado
por dos 1S6100 relacionadas con la familia 1S6. La 1S900. relacionada con la familia ISJIO,
hallada en una cepa de Al. paratuberculosis aislada de un paciente con la enfermedad de
Crohn, aparece de 15 a 20 veces en esta especie (McFadden et ál, 1987; Creen et ál, 1989).
La 15901 (Kunze et ál, 1991) y la 1S1245 se encuentran en algunas cepas de Al. avium (Bono
et Al, 1995).
La 1S6110 se aisló a partir de la cepa de Al. tuberculosis H37rv (Thierry et ál, 1990).
Está relacionada con la 153411, una secuencia de inserción de un transposón de E. coíi, el
Tn34I1, con genes para la utilización del citrato (Ishiguro et áI, 1988). La 156110 tiene 1.361
p.b. y en sus extremos incluye una repetición de 28 p.b. complementarias e invertidas, 3 mal
emparejadas, así como otras 3 p.b., probablemente del ADN diana, con repetición directa
(Thierry et ál, 1990). Esta estructura es homóloga a la encontrada en 1S3411 e 183
(Timmerman et ál, 1985; Pr&e et Al, 1990). Contiene además 2 marcos o zonas de lectura
abierta (‘o4” u “open reading fra..ne’) similares a los de 1S3411. Se ha detectado en los
microorganismos del complejo M. tuberculosis, pero no en micobacterias no pertenecientes
a éste, incluyendo Al. avium, M. intracellulare, Al. scrofulaceumn, M. kansasii, Al. gordonae,
Al. fortuitum, etc... (Thierry et ál, 1990; Plikaytis et ál, 1991). El elemento 1S986, aislado de
M. tuberculosis (Zainuddin a ál, 1989; McAdam et Al, 1990> y el 1S987 de M. bovis
(Hermans et Al, 1991) difieren solamente en escasos p.b., por lo que son considerados el
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mismo elemento.
Experimentos realizados mediante Southern blotting con ADN hidrolizado con diversas
enzimas de restricción (Sail, PstI, EcoRI, BamHI, etc..) han demostrado que las cepas de Al.
tuberculosis y Al. microti contienen de 10 a 20 copias de 1S6110, mientras que Al. bovis y Al.
bovis BCG contienen únicamente una o dos (Thierry et Al, 1990). Al. africanurn es intermedio
entre los anteriores y tiene de 6 a 9 copias (Plikaytís et Al, 1991). Las copias de 1S6110 se
encuentran repartidas por todo el cromosoma. Diversos grupos investigadores han utilizado
este elemento para la identificación de micobacterias a partir de cultivos (Plikaytis et Al,
1991), con fines diagnóstico a partir de muestras humanas (Thieny a Al, 199<)) y de muestras
animales (Liébana et Al, 1995; Aranaz et Al, 1996). También se utiliza en epidemiología
siguiendo un protocolo recomendado estandarizado con el objetivo de permitir la comparación
de los resultados de varios laboratorios, y seguir el rastro de cepas de especiales
características, tales como multirresistencia (van Embden et di, 1993).
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3. EL COMPLEJO TUBERCULOSIS
El complejo Al. tuberculosis incluye cinco especies, Al. tuberculosis, Al, bovis, Al.
bovis BCG, M microuí y Al. africanum, productoras de la tuberculosis de los mamíferos. Esta
división en especies sigue un criterio epidemiológico, ya que los componentes de este grupo
de microorganismos pueden considerarse variantes de Al. tuberculosis. Es probable que
puedan encontrarse más tipos que hayan evolucionado en determinadas áreas geográficas o
en hospedadores particulares (Collins et ál, 1983).
Tabla 1.5. Características de los microorganismos pertenecientes aJ
1974; CojIjos et ál, 1983; Cousins et ál, 1994; Grange et ál, 1994).
Variedad PO NQ lECH
A’!. tuberculosis A + 1<
variedad clásica
Al. tuberculosis A + S
variedad asiática
M. africanum M - S
variedad 1
M. afticanutn M + 8
variedad II
M.bovis M - S
variedad clásica
M. bovis 1KG - 8
Al. microti - S
Dassie bacillus - 8
complejo M. tuberculosis (Damsker el ái,
PZ N
5 +
s
CP PC PCII’
+
+ +
8 V + y +
8 V + V +
R
A R
A ND
A NO
PO, Preferencia de oxígeno; A, aeróbio; M, mieroacrófilo
NO3, reducción de nitratos; +, reacción positiva; - reacción negativa, -,
pos¡tivas
NO, no descrito
PZ, pirazinamida; 8, sensible; R, resistente
lECH, hidracida del ácido tiofeno-2-carboxflico
N, producción de niacina, V, variable
CP, estimulación del crecimiento en presencia de pimvato
PC, patógeno en el conejo
PCb, patógeno en el cobaya.
+ + +
+ +
+ +
algunas cepas son débilmente
Todos los miembros del complejo Al. tuberculosis forman una única especie, ya que
comparten una homología de ADN entre el 85 y el 100% (Imaeda, 1985; Wayne et Al, 1987;
Grosskinsky et Al, 1989), y varias regiones de su genoma (ADN que codifica para el ARNr
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16S, espaciadores de transcripción del ADNr 16S al 235 y gen dna]) están totalmente
conservadas (Frothingham et Al, 1994; Kirschner et Al, 1993; Takewaki eL Al, 1994). La
separación en especies ha sido cuestionada por varios investigadores basándose, además de
en la homología del ADN (Bradley, 1972; Baess, 1979), en la taxonomía numérica utilizando
88 caracterí?sticas diferentes (Tsukamura, 1976, David et Al, 1978) y en la inmunodifusión
(Standford et Al, 1974). La tipificación del ADN ~fingerprinting) mediante análisis de
restricción enzimática e hibridación con sondas, capaz de diferenciar entre cepas, no es capaz
de discriminar entre M. tuberculosis y Al. bovis (van Soolingen et Al, 1992; van Soolingen,
1994).
Varias especies de micobacterias contienen distintas variantes que difieren en sus
propiedades bioquímicas y en su virulencia para los animales de experimentación. La gran
importancia de M. tuberculosis como patógeno ha llevado a separar estas variedades
intraespecificas como especies. Sin embargo, para otros autores, las diferencias de Al.
tuberculosis y M. bovis en el crecimiento, las pruebas bioquímicas y la patogenicidad para
ciertos hospedadores (Wayne, 1982; Bates et Al., 1993), junto con la necesidad de distinguir
ambas infecciones, son suficientes para diferenciarlas en especies independientes, aunque
estrechamente relacionadas (Karlson et Al, 1970).
3.1. Mycobacterium tuberculosis
Se considera que una cepa pertenece al complejo Al. tuberculosis si es crecedora lenta
(requiere más de siete días para producir colonias visibles en un medio con base de huevo e
incubado a 370C), no produce pigmentación y no crece en medios con huevo que contengan
ácido paranitrobenzoico (500 ¡sg/mí) o incubados a 250C (Marks, 1976).
Los primeros criterios para diferenciar las cepas de micobacterias productoras de la
tuberculosis humana y bovina fueron la morfología de los bacilos, la tasa de crecimiento in
vitro, la patogenicidad para varios animales y la supresión del crecimiento en presencia de
glicerol en contraste con el estímulo en las cepas humanas (Smith, 1904). En posteriores
informes se describió el crecimiento de las cepas humanas abundante, mientras que el de las
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colonias de las cepas bovinas era pequeño y plano, denominando a ambos cugónico y
disgónico, respectivamente. En medio liquido sin agente dispersante, las cepas humanas
crecían en superficie y las bovinas no formaban esta película.
Posteriores investigaciones permitieron el descubrimiento de propiedades que permitian
su diferenciación, incluyendo (1) la preferencia de oxígeno, las cepas humanas son acróbias,
las bovinas son microaerófilas (Lebek, 1959), (2> la reducción de nitratos, las cepas humanas
son capaces de reducir los nitratos a nitritos, mientras que no las bovinas (Virtanen, 1960),
(3) la actividad nicotinamidasa y pirazinamidasa, las cepas humanas hidrolizan ambas amidas,
pero no las bovinas (Bónicke et Al, 1958), y puesto que esta actividad es necesaria para el
efecto antibacteriano (Konno et Al, 1967), las cepas bovinas son resistentes a éste, (4) las
bacilos humanos producen niacina, pero no los bovinos (Konno, 1956), y (5) la diferente
susceptibilidad a la hidrazida del ácido tiofeno-2-carboxílico (TCH), que inhibe el crecimiento
de las cepas bovinas pero no el de las cepas humanas (Yates et Al, 1979; Collins et Al, 1982).
Ninguna de estas pruebas puede ser utilizada como única fuente de diferenciación de
M. bovis y M. tuberculosis, y para obtener un resultado fiable debe utilizarse una combinación
de éstas (Collins et Al, 1983). Las pruebas que se admiten para la diferenciación de ambos
incluyen la preferencia de oxígeno, el tipo de colonias y la presencia o ausencia de
crecimiento en medios con TCH (5 ¡sg/mí) y pirazinamida (60 ¡sg/mí), la reducción de nitratos
y el efecto del glicerol y el piruvato sódico en el crecimiento. El cultivo del material
infectado requiere ocho semanas, y las pruebas para la identificación de los aislados otras seis
semanas (Comer et Al., 1988).
La amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del
fragmento mtp4O (Parra et Al, 1991), supuestamente específico de M. tuberculosis, ha sido
descrita para la diferenciación de esta especie del resto de los componentes del complejo
(Sinclair et Al, 1995). Sin embargo, este fragmento se ha detectado también en M. africanum
y en las micobacterias pertenecientes a este complejo aisladas de pinnípedos (Liébana et Al,
1996).
La variedad asiática de Al. tuberculosis se diferencia de la variedad clásica en que la
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primera es susceptible al peróxido de hidrógeno, es sensible al TCH. posee un lípido
característico en su pared celular, es más resistente al ácido paraaminosalicílico y a la
tiacetazona, y es menos virulenta para los cobayas (Grange et ál, 1977; Grangc el Al, 1978).
3.2. Mycobacterium bovis
A pesar de haber sido utilizado con anterioridad para referirse a las cepas productoras
de la tuberculosis bovina, el nombre M. bovis no fue reconocido oficialmente hasta 1970
(Karlson et Al, 1970). La cepa tipo es la ATCC 19210, aislada por W.D. Yoder de un
granuloma de un nódulo linfático de ternera en 1965.
La variedad clásica de M. bovis se denominé inicialmente europea, aunque no está
restringida a Europa. Además de las variedades clásicas existen cepas sensibles a la
pirazinamida, principalmente aisladas a partir de pacientes asiáticos y africanos, por lo que
fueron denominadas como M. bovis variedad afroasiática (Marks, 1976). Esta misma
denominación fue utilizada para las cepas microaerófilas sensibles a la pirazinamida y al TCH
aisladas de emigrantes de las mismas etnias, aunque algunas eran capaces de degradar los
nitratos (Yates et Al., 1979).
La prueba de la inmunoperoxidasa realizada con el anticuerpo monoclonal murino
4C3/17 (Agen Biochemical Ltd), y en un segundo paso con un anticuerpo IgG anti-ratón
conjugado con peroxidasa, detecta específicamente suspensiones muy diluidas de Al. bovis
(Comer et ál, 1988). El anticuerpo 4C3¡17 reconoce un epitopo especie-específico de Al9870,
una proteína de 22 kDa que es un antígeno mayor de Al. bovis (Veerman et ál, 1990). La
proteína MPB7O es detectable en una concentración muy baja en Al. tuberculosis y en algunas
cepas de M. bovis BCO (Harboe et Al, 1984).
Otros procedimientos de identificación, cromatografía en capa fina (TLC) (Jamagen
et Al, 1983), cromatografía lfquida de alta resolución (HPLC) (Butler et Al, 1991),
polimorfismo de los fragmentos de ADN tras una restricción enzimática e hibridación con
ácidos nucleicos (RFLP) (Hermans et áL, 1990), no discriminan adecuadamente o son lentos
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y de difícil realización.
3.3. Mycobacterium africarn¿m
El término Al. africanum fue utilizado por primera vez como una variante geográfica
del bacilo responsable de la tuberculosis humana aislado en África ecuatorial (Castets et Al,
1969). Es un grupo de cepas con propiedades intermedias entre los tipos humano y bovino
(Meissner et Al, 1969), bastante heterogéneo, que podría representar un espectro continuo entre
las cepas humana y bovina (Prat et Al, 1974). Las cepas de M. africanurn tienden a formar dos
grupos: las cepas sin la capacidad de reducir los nitratos o variedad africana 1, predominante
en el oeste de Africa, y las reductoras o variedad africana II, predominantes en el este de
Á.frica (David et Al, 1978; Collins et Al, 1982). Aunque estas cepas africanas parecen variantes
de M. bovis no existe ninguna evidencia de que estén relacionadas con el ganado (Collins et
Al, 1982).
3.4. Mycobacterium bovis BCG
M. bovis BCO (Bacilo Calmette-Guérin) es una cepa de Al. bovis atenuada por
sucesivos cultivos en medio con patata, bilis y glicerol. Se han mantenido subcultivos de esta
cepa original en diferentes laboratorios durante décadas, produciéndose una deriva genética
que ha originado diferentes cepas (Orange et Al, 1983). En función de su crecimiento en
cobayas y ratones, dependiendo de la multiplicación en el punto de inoculación y la
diseminación al bazo desde los ganglios linfáticos, se clasifican en fuertes (cepas Pasteur y
Copenhagen) y débiles (Glaxo).
Posee el crecimiento y la morfología de M. tuberculosis, y las características
bioquímicas y sensibilidad a los antibióticos característicos de M. bovis (Blattner, 1964;
Karlson et Al, 1970; Marks et Al, 1971). M bovis BCO puede ser diferenciada mediante
tipificación del ADN con el marcador 1S1081 (van Soolingen et Al, 1992), por HPLC (Floyd
et Al, 1992) y por restricción enzimática con BanI de la región major polymorphic tandem
repeat (MPTR) (Frothingham, 1995).
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M. bovis BCO es administrada en los países en vías de desarrollo a los recien nacidos,
y es un vehículo potencial para la presentación de antígenos de múltiples patógenos (Stover
et Al, 1991). Existen algunas descripciones de infecciones diseminadas por BCG en pacientes
inmunodeprimidos (Centers for Disease Control, 1986; Armbruster et ál, 1990; Edwards et
Al, 1994).
3.5. Mycobacterium microti
M. microti fue el nombre específico (Reed, 1957) para denominar a] bacilo aislado en
1937 en los campañoles (Alicrotus agrestis), inicialmente denominado “yole bacillus”. Estos
ratones campestres presentaron lesiones con arcas caseosas en el tejido subcutáneo, pulmones
y ganglios linfáticos. El material caseoso contenía un gran número de bacilos ácido-alcohol
resistentes.
El crecimiento y su morfología fue similar al de M. tuberculosis. Una emulsión del
microorganismo inoculada en diversos animales de experimentación permitió reproducir la
enfermedad (Wells et al., 1937). Los resultados a las pruebas bioquímicas son semelantes a
los de M. bovis, pero no producen niveles detectables de la proteína MPB7O, el antígeno
característico de Al. bovis (Cousins et al., 1994).
3.6. Micobacteria aislada de los damanes (dassie bacillus)
Otra micobacteria perteneciente al complejo es el “dassie bacillus’ aislado en
Sudáfrica en 1954 a partir de un granuloma epiteliode encontrado en el damán roquero
(Procavia capensis), conocido localmente como dassie, reproduciendo la enfermedad al
inyectar material de los pulmones afectados conteniendo un bacilo ligeramente pleomórfico
y granulado (Wagner et Al, 1958). El cultivo, inhibido en medios con glicerol (Smith, 1960),
producía dos tipos de colonias tras una larga incubación (Wagner et ál, 1961). No se observó
cord factor en la tinción (Wagner et Al, 1961). Las lesiones producidas en animales de
experimentación fueron semejantes a las producidas por M. microti, pero bastante menos
severas, considerándose, en función de sus características morfológicas y biológicas una
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variante casi avirulenta de esta especie (Wagner et Al, 1958). La misma infección se
diagnosticó en una colonia de damanes en un zoo australiano (Cousins et Al, 1994).
3.7. Micobacteria aislada de las focas (sea! bacillus)
Un microorganismo del complejo M. tuberculosis se ha aislado también de lesiones
tuberculosas en focas. Esta micobacteria, identificada como Al. bovis según las puebas
bioquímicas, pero con un débil cord factor y tolerante al glicerol, no produce el antígeno
MPB7O (Cousins et Al, 199<)).
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4. EL COMPLEJO M. avium-intracellulare
Mycobacterium avium es una micobacteria de crecimiento lento y su temperatura
óptima es 370C. Las colonias pueden ser lisas o rugosas, y su morfología puede cambiar en
el subcultivo del primer aislamiento del material patológico. La mayoría de las cepas son no
cromógenas, pero pueden tomar color amarillo al envejecer. Las células son bacilos o
cocobacilos. No produce niacina, peroxidasa, nitrito-reductasa y son resistentes a la hidracida
del ácido 2-tiofenocarboxílico y a la isonicida.
Aunque es esencialmente una saprofita ambiental, puede ser potencialmente patógena,
siendo agente etiotógico de enfermedad en aves y mamíferos, incluyendo el hombre (Orange
et Al, 1990; Wayne et Al, 1992). El término complejo M. av¿um-¿ntracellulare (MAl) incluye
M. avium y Al. intracellulare basándose en las características morfológicas y bioquímicas, ya
que no pueden ser diferenciados por pruebas bioquímicas o por su comportamiento en el
cultivo (Meissner et Al, 1974). La seroaghitinación (Schaefer, 1965; Scaefer, 1980; McClatchy,
1981; Good et ál, 1984) realizada con células completas y suero policlonal obtenido en
conejos, fue la forma original de identificación de las serovariedades, y es todavía utilizada
(Denner et Al, 1992). Estos antígenos son glicopeptidolípidos, formados por una fracción
invariable lipopeptidica y un oligosacárido variable (Brennan et Al, 1979).
Los estudios de hibridación de ADN y de la utilización de sondas específicas
confirman que ambas son dos especies diferentes (Baess, 1983; Salto el Al, 1989) que no se
corresponden con la clasificación de los serotipos (Wolinsky et Al, 1973; Baess, 1983; Salto
et Al, 1989). Al. avium incluye los serotipos 1-6, 8-11 y 21. Algunos aislados que
originalmente estaban clasificados como Al. intraceflulare están considerados actualmente Al.
avium.
Las cepas de Al. intracellulare se agrupan en tres subespecies: subespecie 1 (serotipos
12 a 17 y 19, 20 y 25), subespecie 2 (serotipo 7), y subespecie 3 (serotipo 18). Los serotipos
7 y 18 presentan secuencias diferentes en el ARNr (Salto et Al, 1989). Otros serotipos (23,
24, 26 y 28) permanecen sin determinar. Algunas cepas reaccionan con dos o tres sueros y
la serotipificación de otras es imposible (McClatchy et Al, 1981; Schaefer, 1980; Orange et
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El alto grado de homología del ADN entre M. avium y otras dos micohactenas, Al.
paratuberculosis y el bacilo aislado de las palomas torcaces (wood pigeon bacillus), sugiere
que estos organismos deben agruparse como biovariedades de una especie única (Hurley et
ál, 1988; Saxegaard et Al, 1988; Yoshimura et ál, 1988). Los nombres propuestos son M.
avium subspecie aviwn, M. avium subsp. paratuberculosis y M. aviurn subsp. silvaricurn.
respectivamente (Thorel et ál, 1990). Esta separación, basada en características del cultivo y
de una prueba bioquímica está correlacionada con la patogenicidad y hospedador en que se
encuentra (Thorel et Al, 1990>. La utilidad de estos criterios de discriminación puede verse
alterada en el caso de cepas subcultivadas, debido a la adaptación a un medio particular.
Al. avium subspecie avium es ubicua en el ambiente, y es el agente asociado más
comúnmente con la tuberculosis aviar y la causada en mamíferos y en el hombre. La cepa
tipo es la ATCC 25291. Crecen en medios con huevo, no necesitan micobactina, y el pH
ácido no estimula su crecimiento. Las colonias son lisas y las células suelen ser cocobacilos.
Al. aviunz subsp. paratuberculosis requiere micobactina (2 mg/litro) para su cultivo.
Se caracteriza por producir colonias rugosas, crecer en medio con base de huevo, estimulado
por el piruvato, tolerar la D-cicloserina (50 ¡sg/mí), y no producir fosfatasa alcalina. No se ha
aislado del ambiente, es patógena obligada para rumiantes, estando implicada en la
paratuberculosis o enfermedad de Johne (Merkal, 1984) y en la enfermedad de Crohn en los
seres humanos (McFadden et Al, 1987; Chiodini, 1989). La cepa tipo es la ATCC 19698.
M. avium subsp. silvaticum necesita micobactina para su aislamiento primario, es
incapaz de crecer en medio con base de huevo, y su crecimiento se ve estimulado a pH 5.5.
No se ha encontrado en el medio ambiente, y causa tuberculosis en aves y en rumiantes
(McOiarmid, 1948; Matthews et Al, 1979; Collins et Al, 1985). La cepa tipo es la 6409
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Paris, n0 103317).
M. avium produce tuberculosis en probablemente todas las especies de aves, pero la
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predisposición y la respuesta varía considerablemente entre las familias (Montali et Al, 1992)
y los serotipos implicados (Orange et Al, 1990). Las infecciones producidas por MAl afectan
también a cerdos, caballos, ganado vacuno y caprino, perros, gatos, primates, marsupiales y
animales de laboratorio (Lepper et Al, 1983; Thoen et Al, 1984). La enfermedad plantea
problemas especialmente en mamíferos de zoo, probablemente relacionados con condiciones
de vida estresantes (Orange et Al. 1990).
En seres humanos, el complejo MAl se ha asociado con tres cuadros clínicos
principales: (1) la linfaadenitis localizada primaria (ganglios linfáticos cervicales de niños),
(2) infección pulmonar, relacionada con condiciones predisponentes, y (3) infección
diseminada, normalmente asociada a una inmunosupresión (Orange et Al, 1986). Al. avium es
una de las infecciones asociadas al síndrome de la inmunodeficiencia humana adquirida más
frecuente, con una significativa morbilidad y tiempo de supervivencia reducidos (Snider et
Al, 1987; Horsburgh et Al, 1991). Las variedades predominantes son los serotipos 1, 4, y 8
(Oood, 1985; Mangura et Al, 1994). Aunque la infección se debe casi exclusivamente a un
limitado grupo de cepas de Al. avium y por razones prácticas todas las infecciones se
consideran de origen ambiental, el potencial zoonótico real de Al. aviurn no ha sido
determinado (Crawford, 1994).
MAl vive libremente en el ambiente, especialmente cuando existe una contaminación
con heces de animales infectados, en aguas superficiales y en el suelo, en donde es capaz de
resistir largos periodos de tiempo (Orange et Al, 1990), pudiendo además colonizar las
conducciones de agua (Collins et Al, 1984). Sin embargo, los aislados clínicos de MAl
presentan diferentes propiedades (sensibilidad a la estreptomicina y contenido en plásmidos)
que los encontrados en el agua (Fry et Al, 1986; Meissner et Al, 1986).
La fuente de la infección con Al. avium no ha sido completamente determinada, y su
hallazgo en el ambiente y en varias especies animales sugiere la existencia de vados posibles
reservorios. La secuencia de inserción 1S901 (Kunze et Al, 1991), codifica para una secuencia
de aminoácidos similar a la de 15900 de M paratuberculosis (McFadden et Al, 1987). La
presencia o ausencia de esta secuencia diferencia Al. avium en dos grupos. La mayoría de las
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cepas estudiadas de Al. avium aisladas de animales contienen este elemento repetítívo en su
genoma. Todas estas cepas, denominadas MI, presentan un patrón muy similar mediante
RFLP con esta sonda, indicando que es muy estable. Sin embargo, no se encontró esta
secuencia en las cepas tipo A. aisladas de pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana, en los que causa enfermedad diseminada, ni en cepas obtenidas
del medio ambiente. Los serotipos de las cepas A fueron mayoritariamente 4, 6 y 8 (Kunze
et Al, 1992). Las cepas tipo A fueron avirulentas para el ratón BALBIc, que si fue susceptible
a las cepas XII (Kunze et Al, 1991). En contraste con el anterior, un estudio posterior ha
demostrado la ausencia de la secuencia 15901 en cepas de origen porcino (Bono ~í Al, 1995).
El RFLP con la secuencia 151245 es también característico de cada población, las cepas de
M. avium aisladas de aves presentan tres copias, mientras que las obtenidas de cerdos y
personas al menos siete (Bono et Al, 1995). Los mismos resultados se obtuvieron mediante
electroforesis en campo pulsátil (pulsed-fleid gel electrophoresis, PEGE) (Bono et Al, 1995).
El diagnóstico laboratorial de las infecciones por M avium plantea las mismas
limitaciones asociadas con el diagnóstico de la tuberculosis, incluyendo el lento crecimiento
de los microorganismos y la realización de las pruebas bioquímicas para la identificación de
los aislados (Crawford, 1994). La recogida de muestras para el diagnóstico microbiológico
debe ser realizado cuidadosamente para evitar una contaminación ambiental que podría
enmascarar el resultado laboratorial. Yaque pueden encontrarse en el ambiente, el aislamiento
de microorganismos del complejo Al. avium-inrracellulare no está necesariamente
correlacionado con enfermedad (Schaefer et ál, 1973), por lo que es siempre necesaria la
opinión del clínico.
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Las manifiestaciones clínicas de la enfermedad, natural o producida
experimentalmente, están influenciadas por: (1) la rutado infección o inoculación, (2) factores
derivados del hospedador, principalmente la calidad de la respuesta inmune desarrollada, (3)
la virulencia de la cepa de microorganismo, y (4) la dosis recibida (Thoen et Al, 1986; Griffin,
1989; Neilí et Al, 1994).
Las especies animales vai-ían respecto a la susceptibilidad a la infección por las
diferentes micobacterias, encontrándose considerables discrepancias en cuanto al número de
bacilos en las lesiones, composición celular de éstas, grado de fonnación de casco, fibrosis
y calcificación, y sensibilidad a la tuberculina (Thoen, 1994). Existe una correlación inversa
entre el número de bacilos en las lesiones y el grado de hipersensibillidad de tipo retardado
en las diferentes especies animales (Francis, 1958; Thorns et Al, 1982). Es probable que las
diferencias genéticas demostrables mediante análisis de restricción enzimática no tengan un
significado epidemiológico en cuanto a la transmisión de la enfermedad; es posible que los
factores ecológicos (densidad de población, interacciones entre especies, diferencias en el
habitat) sean enteramente responsables de la presencia o ausencia de un reservorio en un país,
más que la adaptación fisiológica de M. bovis a un nuevo hospedador (Monis et al., 1994).
La resistencia genética del hospedador a M. bovis nunca ha podido ser demostrada de
forma concluyente. Existen diferencias entre algunas familias de conejos de laboratorio en
cuanto a la respuesta a la inoculacion experimental y el desarrollo de las lesiones (Wells et
Al, 1941). Recientemente se ha aislado en el ratón un gen autosómico (Bcg), prácticamente
homólogo a gen humano Nramp (natural resistance associated >‘nacrophage protein) que
controla la susceptibilidad a varias especies de micobacterias y a otros parásitos intracelulares.
La expresión fenotípica de este gen está relacionada con una activación inespecifica de los
macrófagos, produciendo en las primeras etapas de la infección una destrucción de los
microorganismos fagocitados (Schurr, 1991).
También influyen otros factores no específicos, como la edad, la raza y el sistema de
producción. Los animales jóvenes desarrollan lesiones más severas que los adultos; el ganado
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zebó es más resistente que las razas europeas (Biberstein et ál, 1990). La enfermedad es más
frecuente en vacas lecheras debido al hacinamiento, mayor periodo de vida y estres productivo
(Biberstein et Al. 1990). Sin embargo, los rebaños para producción cárnica pueden verse
afectados con alta morbilidad si entran animales infectados y comparten el mismo bebedero
(Blood et ál, 1989). Fn los seres humanos, el estrés y los cambios fisiológicos pueden también
albctar, y la gestación puede aumentar la susceptibilidad a las infecciones por micobacterias
(Rich, ¡951; Griffin, 1989). En las vacas este efecto es dudoso, aunque si se ve alterada la
respuesta al diagnóstico basado en la inmunidad celular (Buddle et Al, 1994), ya que el parto
puede deprimir esta respuesta (Kerr et Al, 1946; Kehrli et Al, 1989).
La virulencia de la cepa depende de una serie de complejas interacciones entre los
microoganismos y el hospedador (Collins, 1994). Los bacilos producen una serie de “factores
de virulencia’, algunos asociados a lípidos de la pared celular, que le permiten contrarrestar
las defensas del hospedador, multiplicándose en el punto de entrada antes de su diseminación
a otros órganos. Cuanto más virulenta sea una cepa, durante más tiempo continuará creciendo
en el pulmón, aunque comience una resistencia en otros órganos (Collins, 1985).
La dosis de infección afecta a la distribución y severidad de las lesiones. La
administración experimental sria intratraqueal de dosis altas de M. bovis (5 x Nt ufe) origina
tras 6 meses extensas lesiones en el pulmón y en los ganglios linfáticos de la cabeza, tórax
y abdomen. En este grupo de animales se encuentran elevados títulos de anticuerpos. La
administración de dosis bajas (500 ufc) produce predominantemente lesiones pequeñas,
localizadas en el pulmón y en sus ganglios linfáticos, similares a las vistas en el ganado
infectado de manera natural (Buddle et ál, 1994).
5.1. RUTAS DE INFECCIÓN
Las rutas de infección dependen de factores como la edad, el ambiente y las prácticas
ganaderas (Lepper et Al, 1973; Neilí et Al, 1994). Aunque no siempre es sencillo deducir la
vía de entrada de los microorganismos por los hallazgos anatomopatológicos, las evidencias
postmorten sugieren que la vía aerógena es la más importante (Dungworth, 1985; Pritchard,
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1988; Blood et Al, 1989). En las inspecciones en los mataderos, el 57% de los animales
presentaban lesiones tuberculosas confinadas en los ganglios linfáticos bronquiales y
mediastínicos, el 23% tenían lesiones exclusivamente en los ganlios retrofaríngeos y
submaxilares, un 4,7% en ambas localizaciones, y únicamente el 3,2% de los animales tenían
lesiones en los ganglios mesentéricos (Neilí et Al, 1994). La vía aerógena, facilitada por el
natural comportamiento del ganado vacuno, se ve favorecida por la alta densidad de los
animales (Mcllroy, 1986). La mayoría de los casos de tuberculosis bovina se adquieren por
inhalación de los microorganismos en aerosoles y polvo, por lo que el complejo primario se
localiza habitualmente en el pulmón y en los ganglios linfáticos (bronquiales o mediastínicos)
asociados. En el examen postmorten la mayoría de los animales reactores a la tuberculina
mostraron lesiones en el lóbulo caudal del pulmón, siendo el diámetro deI 70% de éstas
menor de 1 centímetro (Mcllroy et Al, 1986).
Es probable que la infección via digestiva sea más común en condiciones de clima
templado que permitan la diseminación y la supervivencia de Al. bovis en los pastos o en el
heno (Lepper et Al, 1973). Las lesiones intestinales no son frecuentes en la actualidad en los
países desarrollados, en los que los programas de erradicación aseguran la eliminación de los
animales tuberculosos antes de la diseminación del microorganismo. Las lesiones en los
ganglios linfáticos mesentéricos se establecen por ingestión de esputos regurgitados
contaminados o por la ingestión de leche infectada.
Las vias digestiva y respiratoria son las rutas de infección más comunes, pero no las
únicas (Lepper et Al, 1983; Pritchard, 1988). La infección cutánea se debe a la contaminación
de lesiones primarias con las micobacterias, y suele limitarse al punto de entrada y al ganglio
linfático regional. La infección congénita se debe a la transmisión a través de los vasos
umbilicales. El complejo primario se desarrolla en el hígado y en los ganglios linfáticos
portales; la diseminación de la infeción es rápida, y origina la muerte en pocas semanas. La
transmisión venérea puede producirse si existe infección de los órganos genitales del macho
o la hembra. La infección intramamaria puede producirse a traves de la ordeñadora (Blood
et Al, 1989).
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5.1.1. Excreción de Al bovis
Han existido diferentes enterios sobre la infecciosidad de los animales tuberculosos.
Dependiendo de las lesiones encontradas en el matadero los animales pueden clasificarse en
casos abiertos o cerrados, según se estime si son capaces o no de diseminar la infección. Los
casos abiertos presentan tuberculosis miliar o lesiones caseificadas y no encapsuladas. Las
zonas de bronconeumonía o hiperemia alrededor de las lesiones pulmonares sugieren también
enfermedad activa. Por el contrario, las lesiones cerradas están caseificadas y a menudo
calcificadas y rodeadas por una densa cápsula fibrosa (Timoney et ál, 1988; Blood et ál,
1989). El ganado con lesiones en los nódulos linfáticos respiratorios no es considerado capaz
de eliminar microoganismos si no hay lesiones pulmonares concomitantes (Gal)agher, 1980).
El tipo de lesión ganglionar de caracter exudativo o proliferativo es indicativo de la extensión
de la enfermedad, siendo más peligrosas las lesiones de caracter exudativo.
Otros autores sostienen que la mayoría del ganado infectado elimina bacilos
directamente desde los pulmones (Stamp, 1948). Los animales en los que no se detectan
lesiones en el pulmón, aunque si en los ganglios linfáticos, podrían ser erróneamente
considerados no infectivos en un examen rutinario. Sin embargo, un detallado examen
postmorten es capaz de detectar lesiones en el 70% de los animales reactores, de los que un
20% pueden eliminar M. boyé en el mucus nasal o traqueal (Mcflroy et Al, 1986). Por lo
tanto, todos los animales que reaccionan positivamente a la tuberculina deben ser considerados
excretores, e importantes fuentes de infección para el resto del rebaño (Mcllroy et Al, 1986).
El aislamiento de Al. boyé a partir de secreciones del tracto respiratorio oscila entre
el 6 y el 20% de los animales muestreados (Rempt, 1954; Neilí et Al, 1988; de Kantor et áJ,
1989). En infecciones naturales via respiratoria, Al. bovis puede ser detectado en el mucus
nasal 80 días postinfección (Neilí et Al, 1991). El inicio, la duración y el nivel de la excreción
de M. bovis en animales experimentalmente infectados depende de la dosis de inoculación
(Neill et Al, 1988).
La transmisión de los animales salvajes a los animales domésticos ocurre
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principalmente por contacto entre especies durante las fases de comportamiento atípíco de los
animales infectados (Monis et al., 1994).
5.1.2. Supervivencia de M. bovis en el medio ambiente
Al. boyis es un patógeno obligado pero puede sobrevivir en el medio ambiente en
condiciones favorables durante variables periodos de tiempo. La supervivencia de M. boyé
depende directamente de las condiciones ambientales: temperatura, exposición a la luz solar
(desecación, rayos ultravioletas), diponibilidad de nutrientes en la materia orgánica, humedad,
pH y microflora concurrente (Wray, 1975, Kelly et Al, 1978). La capacidad contaminante de
las heces está relacionada con el tiempo de supervivencia de A’f. bovis en las mismas, así
como con las medidas higiénicas que se apliquen para su eliminación (Vera et Al. 1980). Al.
bovis puede sobrevivir en heces expuestas al sol de 37 a 43 días en época de lluvia y 71 a
84 días en época seca. Esta supervivencia se duplica si se mantiene a la sombra (Vera et Al,
1982>. En secreciones de tejón, este organismo puede sobrevivir en orina de 3 a 14 días en
verano y de 28 a 70 días en invierno (Anon, 1979). La persistencia de M. boyis en los
animales muertos es de 2 a 6 semanas (Little et Al, 1982), pudiendo ser una fuente de
infección para los animales carroñeros. En general, la contaminación de los pastos no es
importante en la transmisión de la infección, ya que la dosis oral infectiva es alta, y la
persistencia de los organismos baja (Monis et Al, 1994).
5.2. LA RESPUESTA INMUNE
El conocimiento de la respuesta inmune en la tuberculosis bovina ha sido adaptado,
ya que la mayoría de los estudios de inmunología frente a las micobacterias estan realizados
con células humanas y M. tuberculosis, o utilizando el ratón como animal modelo. Se conoce
muy poco sobre las funciones y propiedades de la respuesta inmune en otras especies
animales.
La respuesta inmune frente a la tuberculosis es una espada de doble filo (Barnes et Al,
1994) en la que intervienen intrincadas interacciones entre los linfocitos de los fenotipos
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helper y supresor, la maduiwz de los macrófagos de las lesiones, y la modulación ejercida por
las citoquinas (Krahenbuhl, 1995; Riley, 1996).
Las relaciones entre las micobacterias y los hospedadores son complejas (Chaparas,
¡982; Edwards et Al, 1986; Piessens, 1989; Kaufmann, 1990). Después de que los linfocitos
T han reconocido los antígenos de las micobacterias procesados en las células presentadoras
de antígenos, se desarrolla una inmunidad mediada por células (ceil-mediated irnrnuniry, CMI)
(Mackaness, 1964). Esta interacción produce la activación de los macrófagos a través de las
citoquinas liberadas por las células T, pudiendo decirse que las consecuencias clínicas de la
infección dependen de la eficacia de esta CMI, mis que de la inmunidad humoral. Aunque
los neutrófilos y las natural killer tienen efecto micobacteriostático in vitro, su papel in vivo
es todavía incierto.
El comienzo y curso clínico de la enfermedad representa una complicada lucha entre
el patógeno y el hospedador, alternando fases de remisión y exacerbación. El desenlace
depende en gran medida del éxito de los bacilos en el interior de los macrófagos (Riley,
1996). En un primer estadio, los macrófagos alveolares pueden destruir los bacilos antes de
su crecimiento o éstos empezarán a multiplicarse en una lesión granulomatosa incipiente
formada por macrófagos. Posteriormente, el desarrollo de la CMI decidirá el desarrollo de la
infección. Pueden encontrarse bacilos viables extracelulares en el material caseoso del centro
de tubérculo y bacilos intracelulares en los márgenes del granuloma, cuyo destino depende
de la actividad de los macrófagos. La inmunidad no previene que se establezca la infección,
pero limita el progreso de la misma una vez establecida.
En los pequeños focos persisten los microoganismos en forma de infección latente
(Jubb et ál, 198<)). La CMI puede dejar bacilos encapsulados en una lesión durante largos
periodos de tiempo, permitiendo una fuente de reactivación posterior si existiese un
inmunocompromiso (estrés, tratamiento con esteroides, etc...) (Wiegeshaus et ál, 1989). La
tuberculosis reactivada es idéntica a la primaria en su sintomatología e infecciosidad (Saliers
et ál, 1994). En el último estadio el centro del granuloma puede licuarse, originando un
inmenso crecimiento extracelular de bacilos. La formación de cavernas y la destrucción de
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los tejidos permite su paso al árbol bronquial y su transmisión en forma de aerosoles al medio
(Krahenbuhl, 1995).
5.2.1. El papel de los fagocitos mononucleares
El desarrollo de las enfermedades por micobacterias depende de la habilidad de estos
microorganismos para sobrevivir y multiplicarse en los tejidos e inducir una respuesta inmune
(Thoen et Al, 1986). Cuando los aerosoles que contienen los microorganismos son inhalados
al pulmón, éstos son fagocitados por los macrófagos alveolares. El sistema mononuclear
fagocitario es una línea de células originada en la médula ósea que pasa a la circulación
(monocitos) y finalmente se transforma en macrófagos en los tejidos (macrófagos de las
cavidades pleural y peritoneal, de los nódulos linfáticos, células de Kuppfer, macrófagos
alveolares, etc...). Los macrófagos constituyen la segunda línea de defensa del organismo. Su
fagocitosis es lenta y la degradación del material fagocitado es menos completa que la de los
neutrófilos. Pueden fagocitar materias solubles y partículas, y producen y secretan una gran
cantidad de sustancias que regulan la respuesta hematopoyética, inmune e inflamatoria
(Nathan, 1987). La parAlisis de los macrófagos por saturación con material particulado
produce graves infecciones (Cheville, 1988).
Son las células presentadoras de antígeno (antigen-presenting celí, APC) efectivas en
su interacción con los linfocitos T, ya que pueden degradar, procesar y presentar los antígenos
relevantes para la estimulación de la CMI en el contexto del complejo mayor de
histocompatiblidad (major histocompatibility complex, MHC) de clase II (Krahenbuhl, 1995).
La expresión de los antígenos por esta ruta promueve la proliferación de los linfocitos CD4~,
la población celular central para el desarrollo de la inmunidad adquirida frente a la
tuberculosis (Barnes et Al, 1994).
La capacidad anúbacteriana de este sistema fagocitario depende de su localización en
los tejidos y de la activación por estímulos exógenos. Los macrófagos tisulares tienen una
capacidad antimicobacteriana limitada, y permiten la colonización y la multiplicación del
patógeno intracelular (Batimíer et Al, 1995). La activación (estimulación con citoquinas) de
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los macrófagos modifica numerosas propiedades bioquímicas, fenotípicas y luncionales.
especialmente su capacidad microbicida. Los macrófagos activados se dilbrencian de las
formas inactivas por un mayor número de lisosomas, fagosomas y mitocondrias (Youmans,
1979) y son los realizadores esenciales en la protección frente a las enfermedades producidas
por las micobacterias (Edwards et Al, 1986; Thoen et Al, 1986; Pritchard, 1988). Así, mientras
que un macrófago normal permite el crecimiento intracelular del microorganismo, los
activados inhiben o matan el patógeno que inició la respuesta CMI y un amplio espectro de
microorgansismo intracelulares (Krahenbuhl et al, 1980).
Las linfoquinas son esenciales para la activación de los macrófagos (Edwards et ál,
1986; Dannenberg, 1989). La linfoquina clave que activa los macrófagos es probablemente
el interferón-gamma (IFN-y) (Nathan et Al, 1983). El IFN-y potencia las rutas de varias
funciones efectoras de los macrófagos, como la producción de radicales de oxígeno y
nitrógeno, el catabolismo del triptófano, y la limitación de hierro intracelular. El tratamiento
con JFN-’y reduce el crecimiento y la supervivencia intracelular de Al. bovis y Lvi. tuberculosis
(Flesch et Al, 1987; Rook et ál, 1987; Flesch et Al, 1988).
5.2.2. Mecanismos microbicidas de los macrófagos
Las rutas metabólicas y principales funciones efectoras que caracterizan a los
macrófagos activados son la elevada producción de reactivos intermediarios de oxígeno
(reactiye oxygen intermediates, ROl) (Nathan et Al, 1977; Murray et ál, 1985>, y de reactivos
intermediarios del nitrógeno (reactive nitrogen intermediates, RNI) (Drapier et ál, 1988), la
acidificación del fagosoma, la fusión del fagosoma con el lisosoma y la producción de
defensinas (peptidos antibacterianos) (Batimíer et Al., 1995).
Las diferencias observadas entre las distintas cepas de micobacterias en las respuestas
frente a los mecanismos antimicobacterianos pueden ser responsables de las diferencias
observadas en el curso clínico de la enfermedad tras las infecciones, ya que es probable que
también existan éstas entre los aislados clínicos (Riley, 1996).
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a. La fagocitosis
En la membrana plasmática de los macrófagos existen diversos receptores que median
en la fagocitosis. El nivel de expresión de estos receptores varía durante el ciclo vital de las
células: (1) el receptor de la fracción Fc (FcR), (2) los receptores de los factores C3b del
complemento (CR) y (3) el receptor de la manosa (macrophague ¿nannose receptor, MMR)
(Bafimíer et Al, 1995). Para varios microorganismos la entrada en las células esta mediada por
más de un tipo de receptor. Los CRs (CRí, CR3 y CR4) intervienen en la fagocitosis de M.
tuberculosis (Sehiesinger et Al, 1990) y Al. leprae (Schlesinger et ál, 199<); Hirsch et Al, 1994).
Al. avium y KL tuberculosis también entran en la célula por medio de los MMR (Bérmudez
et Al, 1991; Schlesinger, 1993). Las cepas virulentas y avirulentas pueden tener diferentes
rutas de entrada que influencian su supervivencia en el interior de los macrófagos. Así, el
MMR es trascendental en la adherencia de cepas virulentas de M. tuberculosis a los
macrófagos, pero no en las atenuadas (Schlesinger, 1993). Los macrófagos activados presentan
menos CR y MMR que los macrófagos normales; este hecho puede ser responsable de que
los niacrófagos activados contengan menos microorganismos (Esparza et al., 1986; Firestein
et al., 1987).
b. La fusión fagosoma-lisosoma
Tras la ingestión por los macrófagos, los patógenos son secuestrados en el interior de
los fagosomas, en donde su posterior supervivencia está supeditada a su habilidad para evadir
la muerte y la degradación debida a las enzimas contenidas en los lisosomas del hospedador.
M. tuberculosis bloquea o detiene parcialmente el proceso de maduración de los fagosomas;
en el fagosoma están presentes la transferrina (marcador endosomal temprano) y moléculas
del MHC de clase 1 y II; pero el nivel de incorporación de las glicoproteinas (marcadores
endosoma-lisosomailes tardíos) es muy variable, y no aparecen los receptores de manosa-6-
fosfato (marcadores tardíos) (García-del Portillo et ál, 1995). Los estadios iniciales de la
formación de los fagosomas que contienen M. bovis y M. avium no han sido estudiados.
La supervivencia y crecimiento de M. tuberculosis en el interior de los macrófagos
varía dependiendo de las cepas; en macrófagos de ratón, M. tuberculosis H37Rv prolifera
fácilmente tras 1 o 2 semanas de infección, mientras que Al. tuberculosis H37Ra disminuye
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al 20% del inóculo en la primera semana, pero alcanza el número inicial en la segunda, y el
90% de M. boyé BCG es destruido en 2 semanas (Armstrong et Al. 1971). La fusión
fagosoma-lisosoma se observa en un 30% de los microorganismos de la cepa H37Rv; en
macrófagos de animales tratados con suero anti-BCG la fusión se incrementó, alcanzando el
75%; sin embargo, los bacilos en el interior de los fagolisosomas seguían siendo viables
(Armstrong et Al, 1975).
Las diferentes cepas de Al. tuberculosis exhiben diferentes respuestas respecto a los
fagolisosomas. Otro mecanismo por el que los patógenos evitan los efectos de los
fagolisosomas es escapar de éstos (Moulder, 1985). Todas las micobacterias son fagocitadas
en pocas horas y en un porcentaje alto; y el descenso en el número de fagolisosomas se debe
a la huida de algunas cepas (H37Rv y H37Ra) vía unas vesículas; sin embargo, las
micobacterias no viables y Al. boyis BCG permanacen en los fagolisosomas (McDonough et
Al, 1993). La cepa H37Rv puede multiplicarse en el interior de estas vesículas, o pennanacer
libre en el citoplasma; sin embargo, H37Ra y M. bovis BCG no se replican (McDonough et
al., 1993) y no se encuentran libres en el citoplasma (Myrvik et Al, 1984).
c. La acidificación del fagosoma
La acidificación del fagosoma (alcanzando valores de pH de 4,5 a 5) se debe
probablemente a una bomba de protones, similar a una adenosin trifosfatasa (ATPasa), y es
necesaria para la actividad óptima de enzimas liberadas por el lisosoma. Se ha observado que
los fagosomas que contienen micobacterias son menos acidicos que otros fagosomas (Gordon
et Al, 1980; Crowle, 1991). Esta bomba de protones podría ser selectivamente excluida de la
membrana fagosomal, o los fagosomas podrían fusionarse selectivamente con lisosomas que
no contienen esta bomba (García-del Portillo et Al, 1995). Además, la capacidad de M.
tuberculosis de liberar glutamina sintetasa y producir amoniaco obstaculiza la acidificación
del fagosoma (Gordon et Al, 198<>).
d. El contenido lisosomal
Los lisosomas contienen numerosas enzimas degradativas, incluyendo hidrolasas,
proteasas y lisozima. Previo a la fusión con el lisosoma, el pH del fagosoma desciende a un
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nivel ácido, permitiendo la actividad óptima de las enzimas lisosomales. Los microorganismos
que permanecen viables en el interior de los fagolisosomas han desarrollado mecanismos para
prevenir la acidificación, inhibir o inactivar las enzimas lisosomales, o han elaborado
superficies resistentes a éstas (Moulder, 1985). Al. tuberculosis y otras micobacterias parecen
ser viables en los fagosomas (Thoen et ál, 1986), limitándose el papel de estas enzimas a la
destrucción de los microoganismos muertos (Armstrong et Al, 1975; BaUmíer et Al, 1995). Sin
embargo, incluso los bacilos muertos son capaces de resistir la degradación por las enzimas
(Stahelin et ál, 1956).
En las décadas de los años 50 y 70 varios investigadores describieron con el
microscopio electrónico una zona electrotransparente, de 50 a 100 nm de espesor, que rodeaba
las micobacterias intracelulares (Yamamote et ál, 1958; Drapier et él, 197<); D’Arcy Hart et
Al, 1972; Draper et Al, 1973). Esta zona electrotransparente (electron-transparent zone, ETZ>
se observó exclusivamente en las micobacterias asociadas con enfermedad, sugiriendo una
función protectora frente a las enzimas lisosomales (Draper et Al, 1970), pero su papel en la
supervivencia intracelular permanece sin ser definitivamente demostrado (Riley, 1996).
e. Los reactivos intermediados de oxígeno (ROl)
La activación de los macrófagos y la fagocitosis mediada por el FcR están asociadas
con una ruta respiratoria que produce ROl a partir de la reducción parcial del oxígeno. La
enzima responsable es una oxidasa que utiliza como sustrato el NADPH, convirtiendo el
oxigeno molecular en ROl. Los principales son el anión superóxido, el peróxido de hidrógeno
y el radical hidroxilo (Smith et Al, 1991). Estos radicales de oxígeno causan daños letales en
el ADN o en la membrana y son microbicidas (Murray et ál, 1979; Nathan et Al, 1983). Los
macrófagos activados con IFN-y’ tienen una mayor capacidad de producir ROl (Nathan et Al,
1983).
Los constituyentes de las micobacterias que neutralizan los efectos tóxicos de los ROl
son importantes factores de virulencia. Casi todas las células aerobias (procariotas y
cucariotas) contienen enzimas para eliminar estas especies químicas: superóxido dismutasa
(Son), catalasa y peroxidasa, y enzimas para reparar el AUN. Las micobacterias están
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provistas de glicolípidos complejos que pueden eliminar estos radicales (Chan et Al, 1989;
Chan et Al, 1991). La susceptibilidad de M. tuberculosis a la muerte por los macrófagos
activados no está relacionada a la sensibilidad al peróxido de hidrógeno, ya que contienen
catalasa. Los mecanismos dependientes del oxígeno no son importantes en la inhibición de
la supervivencia intracelular de Al. tuberculosis (Flesch et Al, 1991; Riley, 1996).
f. Los reactivos intermediarios del nitrógeno (RNI)
El aminoácido L-arginina actúa como sustrato de una sintetasa en la producción de
óxido nítrico (NO). Posteriormente, este NO es rápidamente oxidado a NO; y NO;. Estos
radicales son potentes moléculas efectoras de la citotoxicidad extracelular e intracelular
mediada por los macrófagos (Hibbs et Al, 1988; Liew et Al, 199<); Stamler et Al, 1992;
Karupiah, 1993), incluyendo las micobacterias (Flesch et Al, 1987; Stuehr et Al, 1987; Denis,
1991; Chan et al, 1992). La estimulación de macrófagos murinos con lipopolisacáridos e IFN-
y produce un incremento de la síntesis de NO sintetasa (Stuehr et Al, 1987). El IFN-’y y el
TNF inducen este mecanismo (Drapier et Al, 1988). Esta ruta se encuentra en macrófagos de
ratón estimulados con M. tuberculosis y Al. boyis, y en macrófagos humanos estimulados con
M. ayium vivo.
Existe una variación en la susceptibilidad de las distintas cepas de micobacterias a la
acción de los RNIs; destruyen la cepa Al. tuberculosis Erdman (Chan et Al, 1992), pero no la
cepa Middleburg (Flesch et Al, 1991).
g. Las defensinas
Los gránulos electrodensos de los macrófagos contienen pequeños péptidos
antibacterianos denominados defensinas que forman canales en las membranas de los
microoganismos, haciéndolas permeables. Sus condiciones óptimas de actividad son a pH
básico, en un breve momento tras la fagocitosis.
h. La limitación de nutrientes
Algunos nutrientes, como las purinas y los productos aromáticos, no están disponibles
para los patógenos intracelulares. Esta limitación por parte del hospedador se considera un
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mecanismo de inmunidad no específica (Batimíer et ál., 1995). La disminución de triptófano
en los macrófagos activados con IFN-y tiene efecto bacteriostático (Carlin et Al, 1987). Todas
las micobacterias (excepto Al. paratuberculosis) contienen micobactinas, moléculas quelantes
del hierro (Besra et Al, 1994), uno de los principales nutrientes limitados por el hospedador
(Batimíer ci Al, 1995).
5.2.3. Citoquinas producidas por los ¡nacrófagos
Los macrófagos que han fagocitado M. tuberculosis producen un patrón característico
de sustancias solubles: las citoquinas y los derivados del ácido araquidónico. Estas citoquinas
elercen un potente efecto inmunoregulador y son responsables de algunos síntomas clínicos
de la tuberculosis. Las pricipales son: interleuquina 1 (IL-l), IL-6, IL-8, IL-lO, IL-12, factor
alfa de necrosis tumoral (tumoral necrosis factor-alpha, TNF-a) y factor beta de
transformación del crecimiento (transforming growth factor-beta, TGF-13).
En los genes para IL-la, IL-113, IL-6, IL-8 y TNF-ct existe un factor de transcripción
(nuclear transcripñon factor, NF-IL-6), es una ruta común para la expresión de citoquinas
estimulado por M. tuberculosis y su lipoarabinomanano (Natsuka et Al, 1992; Zhang et Al,
1993>.
a. La interleuquina 1
La interleuquina 1 (IL-1) está formada por dos polipéptidos con actividad biológica
similar; la IL-lcz permanace en el citoplasma, y la IL-113 es secretada al exterior. La IL-1 se
produce en respuesta a laestimulación con M. tuberculosis o algunos componentes específicos
(lipoarabinomanano y proteínas de 20 y 46 KDa) (Wallis et 61, 1990; Barnes et Al, 1992;
Zhang el Al, 1993). Induce en los macrófagos la producción de IL-6 y TNiF-a, y estimula en
los linfocitos T la producción de IL-2 y la expresión de sus receptores (Platanias et 61, 1990).
Las cantidades excesivas de IL- 1 se asocian con una supresión en la proliferación de
linfocitos y resultados negativos en la intradermorreacción. Es un pirógeno endógeno y puede
contribuir a la fiebre (Dinarello, 1984).
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b. La interleuquina 6
Es un potente factor de crecimiento y diferenciación de los linfocitos E (1-Urano eL Al,
1990). Puede ser responsable de la inmunoglubulinemia característica de algunas tuberculosis,
La adición de IL-6 a los monocitos estimula el crecimiento intra y extracelular de las
micobacterias (Bermúdez et Al, 1992).
e. La interleuquina 8
Es un factor quimiotáctico para neutrófilos, linfocitos T y basófilos. La producción
exagerada de esta interleuquina podría originar el aumento de neutrófilos y linfocitos T en las
lesiones y contribuir a la destrucción tisular (Friedland et ál, 1992).
d. La interleuquina 10
Es una linfoquina antiinflamatoria; inhibe la síntesis de cítoquinas en los monocitos
y linfocitos (Fiorentino et Al, 1991; Mosmann et Al, 1991; de Waal et Al. 1991), disminuye
la producción de RNI, y por lo tanto la capacidad antimicobacteriana (Flesch et Al, 1994),
inhibe la actividad microbicida de los macrófagos (Bogdan et Al, 1991) y suprime la
proliferación de los linfocitos T específicos de antígeno al limitar la expresión del MHC de
clase II en los macrófagos (de Waal et Al, 1991). Estos efectos sugieren una inhibición de la
respuesta inmune, quizas contribuyendo a la anergia y a la incapacidad de los linfocitos para
proliferar en respuesta a Al. tuberculosis.
e. La interleuquina 12
La IL-12 participa, junto con la IL-2, en las primeras fases de la respuesta inmune
como factor de crecimiento, favoreciendo el desarrollo de los linfocitos T precursores en Th 1
(Sypek et Al, 1993) y aumentando la proliferación de las células T citotóxicas específicas de
antígeno y de las NK (Gateli eL 61, 1992). La IL-12 aumenta la citotoxicidad de los linfocitos
CD4~ contra macrófagos infectados (Bloom et Al, 1992).
1’. El factor a de necrosis tumoral
Los macrófagos humanos y murinos producen grandes cantidades de TNF-cx en
respuesta a M. tuberculosis (Valone et ál, 1988; Barnes et Al, 1992) o a algunos de sus
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componentes (lipoarabinomanano y las proteínas de 20, 44, 58 y 65 KDa) (Moreno et Al,
1989; Wallis et Al, 1990; Baines et Al, 1992; Zhang et 41, 1993; Wal!is et Al, 1993).
La adición de TNF-a a macrófagos incrementa la actividad antimicobacteriana
(Bermúdez et 61, 1988; Flesch et Al, 1990). Tiene efecto sinérgico con el IFN-y para
incrementar la producción del óxido nítrico en los macrófagos de ratón (Ding et Al, 1988;
Drapier, 1988>, y de ROl (Zimmerman et Al, 1989). Asimismo, es esencial para la formación
de los granulomas que controlan la infección por las micobacterias, incluyendo M. bovis BCG
(Kindler et ál, 1989> y en el mantenimiento de estos granulomas (Adanis et 61, 1995). El
TNF-a liberado por los macrófagos de un granuloma en desarrollo estimula la producción de
más TNF-ct, contribuyendo a la eliminación de las micobacterias. El bloqueo de este factor
exacerba la infección (Adams et Al, 1995).
Existe una correlación inversa entre la virulencia de la cepa y la inducción de
secreción de TNF-a en macrófagos murinos, relacionada con el contenido en
lipoarabinomanano. La cepa virulenta M. tuberculosis Erdman induce una menor producción
de TNF-cz que la cepa H37Ra (Chaterrjee et 61, 1992; Roach et Al, 1993; Zhang et Al, 1993;
Falcone et Al, 1994).
La excesiva producción local de TNiF-a causa los efectos inmunopatológicos
característicos de la tuberculosis, como fiebre, pérdida de peso y la marcada necrosis tisular
característica de la tuberculosis avanzada (Beutíer et 61, 1987).
g. El factor beta de transformación del crecimiento
El TGF-13 inhibe en los macrófagos la síntesis de citoquinas y disminuye la expresión
del MHC de clase II (Espenik et 61, 1987; Czamiecki et 61, 1988), así como la expresión del
receptor de IL-2 (Kehrl et Al, 1986). Suprime la proliferación de las células T e inhibe la
función efectora de los macrófagos (Tsunawaki et Al, 1988). La IL-lO y el TGB-13 pueden
evitar la inflamación excesiva y el daño tisular de la respuesta inflamatoria incontrolada.
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5.2.4. Reconocimiento del antígeno por los linfocitos T
Las células T reconocen el antígeno con un receptor compuesto por las cadenas
polipeptídicas a y ¡3, o y y 8. Cuando el antígeno se ha unido, la señal de transducción al
citoplasma desencadena la producción de citoquinas y la actividad citolítica. La mayoría de
las células aB tienen los determinantes CD4 o C08. Las células CD4~ reconocen los antígenos
(residentes en el compartimento endosomal) asociados a las glicoproteinas del MHC de clase
II (Kaufmann, 1990); mientras que las CD8~ reconocen el antígeno en el contexto de los
productos del MHC de clase 1 (Playfair, 1987). Las moléculas de restricción para los
linfocitos T y8 no están definidas (Strominger, 1989).
5.2.5. Antígenos de las micobacterias reconocidos por los linfocitos T
Las micobacterias del complejo M. tuberculosis contienen una amplia variedad de
antígenos que pueden ser clasificados en antígenos estructurales, presentes en el citoplasma
o en la pared, y antígenos de secreción. Algunas proteínas de secreción y los filtrados de
cultivo inducen la producción de TNF en los monocitos (Aung et ál, 1993). Los antígenos de
las micobacterias, incluyendo M. boyis, han sido caracterizados con la finalidad de obtener
reactivos específicos y bien definidos para su uso diagnóstico y la producción de vacunas
(Fifis et Al, 1994). Los lípidos y los carbohidratos (arabinomanano y arabinogalactano)
presentan más reacciones cruzadas con otras micobacterias (Rirubaun eL Al, 1969; Azuma eL
ál, 1970; Misaki et ál, 1974; Daniel et 61, 1978), corinebacterias y nocardias (Cummins,
1962); por lo que no son antígenos específicos y tienen un significado limitado en un
diagnóstico serológico (Krambovitis, 1987).
La mayoría de los antígenos de M. bovis caracterizados hasta la fecha son proteínas
solubles presentes en extractos celulares o liberadas al medio de cultivo tras la destrucción
de las células. Se considera que las proteínas son antígenos específicos y que esta
especificidad está asociada a proteínas de bajo peso molecular, estables al calor y de alta
movilidad electroforética (Krambovitis, 1987). Los antígenos proteicos de las micobacterias
también presentan reacciones cruzadas (Harboe et ál, 1979; Closs et 61, 1980). La mayor parte
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de los monoclonales reaccionan con un gran número de especies de micobacterias, y en
algunos casos con otras especies bacterianas (Engers et Al, 1986). La principal característica
es que la especificidad existe a nivel de epítopo (Buchanan et al., 1987). Gran parte de los
antígenos de los microorganismos del complejo Al. tuberculosis son idénticos o de estructura
muy similar (Coates et al., 1981). Casi todos los anticuerpos monoclonales preparados frente
a Al. tuberculosis reaccionan también con los antígenos de Al. bovis, y solamente un
anticuerpo monoclonal es específico de Al. tuberculosis (Ljungqvist et Al, 1988). Existen
anticuerpos monoclonales específicos frente a tres diferentes epítopos de la proteína MPB7O,
específica de M. bovis (Wood et 61, 1988).
Los estudios en seres humanos y en ratones han demostrado que la respuesta inmune
a un antígeno micobacteriano en particular depende de los individuos (Ivanyi et Al, 1986;
Botamley et 61, 1989). También en el ganado vacuno existen marcadas diferencias en la
reacción de los sueros de animales infectados frente a antígenos proteicos purificados (Fifis
et 61, I992). Las respuestas de anticuerpos, o la proliferación de linfocitos frente a un antígeno
en especial o frente a un epitopo, están controladas genéticamente (Young et Al, 1990;
Andersen et Al, 1991) y pueden variar ampliamente entre individuos. Parece existir una
preferencia de respuesta ante varios epítopos, siendo unos reconocidos con más intensidad que
otros (Young et Al, 1990). En el ratón, estas diferencias en la respuesta dependen de las líneas
familiares (Andersen et Al, 1991). Las respuestas celular y humoral respecto a un antígeno
cambian durante el curso de la infección; produciendo los diferentes estadios de infección
patrones de anticuerpos específicos. Con algunos antígenos (MPB7O) este cambio es
especialmente marcado; en algunos animales infectados la respuesta celular cambia de muy
fuerte a casi indetectable, y al mismo tiempo, la repuesta de anticuerpos aumenta
sustancialmente (Fifis et 61, 1994).
No todos los animales infectados responden de la misma forma a la estimulación con
antígenos in vitro en los mismos periodos de tiempo, probablemente porque existe una
variación genética en el establecimiento de la enfermedad (Fifis et Al, 1994). Para un ensayo
tanto serológíco como celular en el que se quiera obtener alta sensibilidad manteniendo alta
especificidad, sería necesario un antígeno que indujera respuesta durante todo el curso de la
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infección, o una combinación de varios antígenos específicos de Al. bovis que cubrieran todos
los estadios (Fifis et al, 1994; Wood et 61, 1994).
Sólamente la inmunización con micobacterias vivas confiere inmunidad protectora
frente a la tuberculosis (Mackaness, 1967; Collins, 1984; Orme. 1988). Ya que tanto los
bacilos muertos como los vivos presentan antígenos estructurales similares, es probable que
sean los antígenos de secreción los que confieran esta inmunidad protectora (Orme, 1988;
Baines et Al, 1994).
Los principales antígenos purificados de un cultivo celular de Al. bovis tienen 39, 32,
30, 25, 24, 22 (a y b), 19, 15 y 12 KDa (Fifis et al., 1989). De la amplia variedad de
proteínas de Al. tuberculosis, las más importantes son los antígenos 30 y 32 KDa, 10 KDa y
65 KDa.
a. El antígeno 39 KOa
Es una proteína glicosilada, que reacciona con un anticuerpo dirigido al
lipoarabinomanano, de forma similar a una proteína de 38 KDa de M. tuberculosis. Es similar
al antígeno 5 (Daniel et ál, 1979).
b. Los antígenos 30 (BCG 85B, antígeno a, MPBS9 o 6) y 32 (BCG SSA o P32) KDa
Los antígenos 30 y 32 KDa, que corresponden a los antígenos BCGS5 de M. bovis
BCG (Wiker et al, 1986), son secretados en grandes cantidades por las micobacterias en
crecimiento rápido. Estas proteínas pueden unirse a la fibronectina, y se piensa que median
en la adhesión del bacilo a las superficies mucosas y en la posterior invasión intracelular a
través de los receptores de fibronectina de los macrófagos (Abou-Zeid et 61, 1988). El
antígeno 30 KDa desencadena la proliferación de linfocitos en pacientes sanos, pero no en los
pacientes con tuberculosis. El antígeno 32 KDa es estimulante de los linfocitos T, en los que
desencadena una mayor proliferación de IFN-’y.
c. El antígeno 24 ¡(Da (MPB64)
El antígeno de 24 KDa fue descrito como MPB64 en M. bovis BCG (Harboe et Al,
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1986). En las pruebas serológicas se detectan anticuerpos frente a este antígeno en el 50% de
los animales que presentan respuesta frente a los antígenos de un filtrado de cultivo (Wood
et Al, 1994).
d. El antígeno 22a (MPB7O, 22b, 25)
Es una proteína de 22 KDa (Nagai et Al, 1981; Harboe et Al, 1984). Las proteínas de
25 y 22 (b) KDa son formas glicosiladas. Es el principal componente de los filtrados de
cultivos y de los extractos celulares, y muestra un grado considerable de heterogeneidad en
cuanto a peso molecular y punto isoeléctrico (Fifis et Al, 1989). Es específico de especie
(Harboe et Al, 1984; Harboe et Al, 1986; Fifis et Al, 1989; Fifis et Al, 1992), excepto por una
reacción cruzada con suero frente a Nocardia asteroides (Harboe et 61, 1984>. Se ha
demostrado la existencia de tres epitopos específicos de M. bovis en esta proteína (Wood et
Al, 1988). En M. bovis BCG la producción de este antígeno varía segun las cepas, de un 23%
(Nagai et Al. 1981; Abou-Zeid et Al, 1986) a menos de un 1% en las cepas no productoras
(Harboe, 1984). Estos dos grupos de cepas de M. bovis DCC se corresponden con diferentes
patrones de &idos micólicos (Minnikin et Al, 1984) y de polimorfismo del ADN con enzimas
de restricción (Collins et Al, 1987). El gen que codifica esta proteína ha sido secuenciado
(Radford et Al, 1988).
El MPB7O es un antígeno inmunodominante (Wood et Al, 1988); y uno de los
componentes más inmunoreactivos de M. bovis, reconocido por la mayoría de los animales
con una respuesta de anticuerpos detectable (Fifis et Al, 1989). El ganado vacuno infectado
experimentalmente con M. bovis produce un patrón característico de anticuerpos anti-MPB7O;
presentando en el inicio un nivel bajo y constante, seguido de un marcado aumento a las 18-
20 semanas post-infección (Harboe et Al, 1990). En estos animales se observa además una
relación inversa entre el título de anticuerpos y las reacciones cutAneas de hipersensibilidad
de tipo retardado. En las infecciones naturales la prueba de la tuberculina estimula la
formación de estos anticuerpos (Harboe et Al, 1990). Las pruebas serológicas detectan
anticuerpos frente a este antígeno en el 60% de los animales con respuesta humoral a un
filtrado de cultivo (Wood et Al, 1994).
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e. El antígeno 19 KDa
Es una glicoproteina de Al. bovis y Al. tuberculosis, pero que presenta reacciones
cruzadas con antígenos de especies que no pertenecen al complejo M. tuberculosis (lvanyi et
61, 1985; Andersen ci 61, 1986).
1’. El antígeno 12 KDa (10, BCG-a, MPBS7, GroES)
El antígeno 12 KDa, inicialmente descrito en BCG (Minden et 61, (984; Yamaguchi
et Al, 1988), existe también en M. tuberculosis (Baird et Al, 1989). Está asociado con la pared
celular (Abou-Zeid et ál, 1988) y origina el mayor nivel de proliferación de linfocitos y de
producción de IFN-y en reactores a la tuberculina sanos (Barnes et Al, 1992).
g. El antígeno 65 KDa (P64, GroEL)
El antígeno 65 KDa es una proteína de choque térmico, un grupo de antígenos
destacados durante infecciones con varios parásitos intracelulares que fueron identificados
inicialmente en respuesta a temperaturas elevadas. Son moléculas muy conservadas, con
homólogas en otras bacterias y en los seres humanos; y aunque contiene un epitopo específico
del complejo M. tuberculosis, presenta también reacciones cruzadas (Fifis et 61, 1992). En
condiciones normales se encuentra en el citoplasma, pero las células generan grandes
cantidades de estas proteínas en respuesta a condiciones estresantes, por ejemplo, al
incrementar la temperatura de 37 a 420C; y las posteriores modificaciones en las condiciones
ambientales varían el patrón de protefnas sintetizadas (Young et 61, 1991). Se cree que
también son producidas por las micobacterias en el interior de los macrófagos debido a los
cambios de pH, osmolaridad, y producción de ROl y RNI. Otra proteína de estrés descrita en
M. bovis y M. tuberculosis es la DnaK (70-71 KDa).
Este antígeno no es de secreción, y está presente en una alta concentración en
preparaciones de micobacterias muertas que no provocan una fuerte respuesta inmune
(Andersen et 61, 1991). Además, los linfocitos T de ratón que confieren inmunidad protectora
contra la tuberculosis no reconocen este antígeno (Orme et 61, 1992), ni provoca la
proliferación de linfocitos de reactores a la tuberculina sanos (Havlir et Al, 1991).
Posiblemente existe una relación entre la síntesis de estas proteínas y la supervivencia de
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patógenos en el interior del hospedador. En S. *yphimurium y L. pneumophila se ha observado
que un porcentaje de las proteínas de estrés inducidas por los macrófagos (macrophage-
induced stress proteins, MIPs) se producen exclusivamente en el interior de éstos, y que no
pueden ser provocadas por condiciones de cultivo estresantes (Baúmíer et Al, 1995). Todavía
no se conoce si el mismo proceso ocurre en las micobacterias.
5.2.6. Los linfocitos T CD4
La población CD4~ es la dominante en la defensa inmune frente a la tuberculosis
mediante la producción de citoquinas y la activación de los macrófagos (Boom et Al, 1991).
Los ratones que tienen estas células afectadas antes de la infección con M. bovis son
incapaces de controlar el crecimiento de las micobacterias, mientras que la merma de las
células CD8~ tiene efectos variables (Pedrazzini et Al, 1987; Muller et Al, 1987). En las
personas, las células CD’? proliferan en los focos de la infección en los pacientes con
respuesta inmune resistente, así como en los casos de pleuritis (Bames et 61, 1989). La
disminución de esta subpoblación está estrechamente relacionada con la susceptibilidad a la
tuberculosis primaria y con las reactivaciones en enfermos con el virus de la
inmunodeficiencia humana (Barnes et Al, 1991). Las células CD44 de memoria proliferan en
respuesta a los antígenos de Al. tuberculosis y producen IFN-y para atraer y activar a los
macrófagos, estimulando la actividad antimicobacteilana en sistemas experimentales (Banes
et Al, 1989).
En el ganado vacuno y en cerdos se detectan linfocitos sensibilizados 2 semanas
después de una inoculación subcutánea experimental de M. bovis o M. avium; siendo la
respuesta mayor a las 6 semanas (Muscoplat et 61, 1975a).
5.2.7. Citoquinas producidas por los CD4
Las células CD4~ murinas comprenden dos subpoblaciones con funciones distintas, y
que difieren en el patrón de producción de citoquinas y en los requerimientos de estimulación
y presentación de antígeno (Street et Al, 1991): los linfocitos T helper tipos 1 y 2 (Ihí y
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Th2). Ambas derivan de precursores comunes (Rocken et Al, 1992; Seder et 61, 1992), y las
diferencias en los antígenos microbianos o en las citoquinas podrían favorecer el predominio
de Thl o de Th2 (Manetti et 61, 1993; Scott, 1993).
Las células Thl producen IFN-y e IL-2; incrementan la actividad microbicida de los
macrófagos y aumentan la respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado. Las células Th2
producen IL-4, 1L5, IL-6 e IL- 1<); estimulan el crecimiento y la diferenciación de los
linfocitos B, aumentando la respuesta humoral. Las dos subpoblaciones producen 1L-3 y TNF;
las células T también contribuyen a la formación de granuloma. En el curso de la respuesta
inmune frente a un patógeno específco, ambos tipos de células ejercen una regulación cruzada
que puede favorecer el predominio de una subpoblación. Los macrófagos son las células
presentadoras de antígeno óptimas para las Th1, y las células E para los Th2 (Gajewski et ál,
1991); el IFN-y producido por las Thl inhibe la proliferación de las Th2; la IL-l es un
importante factor de crecimiento para las Tb2, pero no para las Thl (Greenbaum et Al, 1988);
y la IL-lO producida por las Th2 inhibe la síntesis de citoquinas en las Thl. Los linfocitos
de ratones inmunes frente a Al. bovis BCO producen altas concentraciones de IL-2 e IFN-y,
y bajos niveles de IL-4, sin embargo, los ratones susceptibles producen altos niveles de IL-4
y bajos nivíes de IL-2 e IFN-y (Huygen et 61, 1992).
El predominio de Thl o de TiC tiene efectos sorprendentes en la manifestación de la
infección (Baines et Al, 1994). La rápida expansión de la subpoblación Th 1 podría estar
relacionada con el control de la enfermedad y los síntomas clínicos suaves. Algunos de estos
linfocitos se convierten en células de memoria e intervendrán en las reacciones de
hipersensibilidad retardada. Una activación mínima de Thl y Th2 junto con una respuesta
dominada por los macrófagos, productores de sustancias mediadoras de la inflamación pero
incapaces de eliminar la infección en ausencia de una respuesta de los Tb 1, produciría una
tuberculosis progresiva (Baines et 61, 1994). Esta enfermedad también podría estar originada
por exceso de factores inmunosupresores, tales como la 11-4, IL- 10 y el TGF-B producidas
por los Th2 y los macrófagos. La IL-4, IL-5 e IL-6 inducen la producción de
inmunoglobulinas característica de los pacientes con tuberculosis extensiva (Barnes et 61,
1994).
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a. El interferón-’y
Producido por las linfocitos Thl activados, aumenta la actividad antimicobacteriana
en los macrófagos, probablemente a través del incremento de la producción de peróxido de
hidrógeno y RNIs (Chan et Al, 1991; Flesch et Al, 1991). Los ratones con los genes para esta
citoquina o para su receptor alterados son incapaces de controlar la infección con M. bovis
(Dalton et Al, 1993; Kamijo et Al, 1993).
b. La interleuquina 2
Esta interleuquina es un factor de crecimiento crítico para los linfocitos T, ya que
expande la población de linfocitos que reaccionan a los antígenos y probablemente aumenta
la concentración local de factores secretados por los linfocitos T que activan los macrófagos
(Barnes et Al, 1996)
e. La interleuquina 4
A diferencia de los efectos de las citoquinas secretadas por los Thl, la IL-4 desactiva
a los macrófagos (Lehn et 61, 1989; Ho et 61, 1992), bloquea la proliferación de los linfocitos
T disminuyendo la expresión de los receptores de la IL-2 (Martínez et 61, 1990) y la
transcripción del gen (Schwartz et dí, 1993).
5.2.8. Actividad citolítica de las células CD4
Un mecanismo alternativo con el cual los linfocitos T contribuyen a la defensa
inmunitaria es la citolisis de macrófagos y otras células infectadas con M. tuberculosis (Boom
et Al, 1991). Muchos macrófagos infectados con M. tuberculosis tienen escasa potencia
antimicobacteriana, permitiendo a los bacilos evadir las defensas del hospedador. Las células
T cítolíticas que reconocen específicamente antígenos de las micobacterias pueden usar esos
macrófagos, liberando a los bacilos para que puedan ser fagocitados por macrófagos con
mayor actividad antirnicobacteriana (Kaufmann, 1988; Boom et 61, 1991). La actividad
citolítica depende de la proporción entre macrófagos infectados y células T. Cuando la
relación entre ambas poblaciones es 1:1 o menor, o la carga infectiva es baja, los macrófagos
son eficientes células presentadoras de antígeno para las linfocitos T CD4~, que pueden
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activarse y proliferar; cuando la proporción de macrófagos es superior, o la carga microbiana
es muy alta, la citotoxicidad inducida por los CD’? activados es mayor, ocasionando la lisis
de los macrófagos (Boom et 61, 1991).
Otra posible explicación del efecto citolítico de las células T seña la limpieza, usando
macrófagos muertos que contengan un gran número de bacilos muertos, para que puedan ser
catabolizados por otras células (Orme et 61, 1992f La destrucción de los macrófagos
infectados libera productos tóxicos que pueden producir necrosis caseosa (Dannenberg, 1989;
Lowrie, 1990; Dannenberg, 1991).
5.2.9. Los linfocitos CD8~
Los linfocitos T CD8~ constituyen la población de células T citotóxicas más
importante en la defensa frente a varios patógenos intracelulares. A diferencia de las CD4*,
las CD8~ no producen niveles altos de IL-2, sino que dependen de una fuente exógena de este
factor de crecimiento (Barnes et ál, 1994). Los linfocitos CD8~ murinos pueden lisar
directamente células infectadas con Al. tuberculosis, y la merma en esta población incrementa
la severidad de la tuberculosis en ratones (Kaufmann, 1988). Los linfocitos CD8~ reconocen
los antígenos existentes en el citoplasma (en el aparato de Golgi y retículo endoplésmico, o
libres), y que son presentados en el contexto de las moléculas del MHC de clase 1 (Moore et
Al, 1988). Estas células usan los macrófagos infectados que no han tenido éxito en detener
el crecimiento micobacteriano (Saliers et Al, 1994). Probablemente, las CD4 y las CD8~
murinas son complementarias en las respuesta inmune frente a Al. tuberculosis (Barnes eL Al,
1994).
5.2.10. Los linfocitos T y5
Las células y~ intervienen en las primeras fases de la respuesta inmune inicial, antes
de que se haya establecido la respuesta de los linfocitos T aB (Bames et Al, 1994). Producen
TNF, IL-2, 11-4, IL-5 e It-lO (Follows et Al, 1992; Barnes et 61, 1993), atrayendo una
segunda oleada de células T aB, y son capaces de lisar células diana infectadas con Al.
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tuberculosis (Munk et 61, 1990; Follows et Al, 1992). El porcentaje de células y5 es más
elevado en los ganglios linfáticos y en los pulmones de ratones despues de una infección
primaria con M. tuberculosis (Augustin ct Al, 1989; Janis et 61, 1989). También los ‘yS
humanos tienen una capacidad innata para reconocer los antígenos micobacterianos (O’Brien
et Al. 1989). Un posterior reinfección con M. tuberculosis no incrementa el número de esta
población, por lo que no es probable que intervengan en la respuesta anamnésica (Janis et Al,
1989).
La expansión de estas células es mayor en individuos sanos que reaccionan a la prueba
de la tuberculina y en pacientes con pleuritis que en aquellos con tuberculosis pulmonar
avanzada o miliar, sugiriendo que las células T ‘yS contribuyen en la resistencia inmune
(Bames et Al, 1992).
5.2.11. Citoquinas: protección e inmunopatología
La necrosis tisular y la fibrosis características de la tuberculosis son, en parte,
manifestaciones de la actividad de las linfoquinas producidas durante la respuesta inflamatoria.
Los macrófagos alveolares que inicialmente fagocitan las micobacterias producen IL-l, 11-8
e IFN-y, moléculas proinflamatorias que atraer más linfocitos y monocitos. También producen
TNF-ct, que activa los macrófagos y aumenta la actividad micobactericida, y 1,25-
dihidroxivitamina D (Barnes et Al, 1989). El IFN-y y la 1,25-dihidroxivitamina D incrementan
la activación de los macrófagos. Esta repuesta inmunitaria protectora puede causar necrosis
tisular, así como los efectos sistémicos, fiebre y pérdida de peso, al pasar el TNF-cz a la
circulación.
La IL-lo y el TGF-13 producidos por los macrófagos (Toossi et Al, 1991; Barnes et Al,
1993) son inmunosupresoras y pueden limitar la extensión del daño tisular. Una producción
excesiva de estas citoquinas puede provocar un fallo del control de la infección.
La anergia de algunos pacientes humanos tuberculosos, negativos al test de la
tuberculina, está asociada a un fallo en la proliferación de los linfocitos T en respuesta a los
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antígenos de M. tuberculosis. Está producida por una exagerada expresión de factores de
supresión (específicos de antígeno) elaborados por los monocitos de estos pacientes. La
producción de grandes cantidades de IL-í puede provocar el consumo de IL-2, un factor de
crecimiento crítico. Las células gigantes de Langhans y las células epitelloides expresan
ARNm de TGF-¡3 (Toosi et ál, 1991), sugiriendo que la producción de esta citoquina puede
provocar la desactivación de los macrófagos.
5.2.12. El espectro de la respuesta inmune
El espectro de la respuesta inmune fue inicialmente descrito en la lepra y en la
tuberculosis (Ridley et Al, 1966; Lenzini, 1977). Las cargas bacilares bajas originan una buena
respuesta de la CMI, con escasa o nula producción de anticuerpos. Los individuos con una
CMI limitada tienen títulos de anticuerpos altos y fuertes cargas bacilares. Entre ambos
extremos existe un gran intervalo de situaciones intermedias. En las infecciones por
micobacterias en las personas, los altos niveles de anticuerpos circulantes están a menudo
correlacionados con un fallo en la respuesta del sistema inmunológico para contener el
crecimiento de las bacterias y la progresión de la enfermedad (Lenzini eL Al, 1977).
Estas variaciones en la respuesta inmune ocurren también en el ganado tuberculoso
(Lepper et Al, 1977; Hanna eL Al, 1989, Hanna et Al, 1992). La correlación directa entre el
título de anticuerpos y la severidad de la infección ha sido demostrada también en las vacas
(Wallace et Al, 1968; Lepper et Al, 1973). Las respuestas con anticuerpos son evidentes en las
infecciones experimentales agudas, y la demora antes de que los títulos de anticuerpos puedan
ser detectados aumenta conforme disminuye la dosis, relacionándose también con una
reducción en el número de las lesiones. Varios estudios serológicos demuestran la relación
recíproca entre la capacidad de reacción de las células T y la infección localizada, frente a
los niveles de anticuerpos y la enfermedad progresiva (Plackett et Al, 1989; Harboe et Al,
199<); Ritacco et Al, 1990). Cuando la inmunidad mediada por células predomina, el
hospedador está respondiendo activamente frente al patógeno, limitando su diseminación a
otros tejidos (Ralph, 1989). Esta limitada respuesta humoral es la principal limitación en el
desarrollo de las pruebas serológicas (Wood et Al, 1994). La relación inversa entre la
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inmunidad mediada por células y la respuesta humoral ha sido también confirmada en ganado
naturalmente infectado; las lesiones localizadas parecen estar asociadas con una producción
elevada de interferón-y y bajos títulos de anticuerpos, y las lesiones tuberculosas diseminadas
se encuentran en animales con altos niveles de anticuerpos y una producción baja o
inexistente de interferón (Ritacco et Al, 1991).
En el ganado vacuno, como en las personas, la mayoría de los individuos son capaces
de organizar una respuesta de células T efectiva para contener la infección, con focos
localizados durante largos periodos de tiempo. Sin embargo otras especies, como el tejón y
el possum, desarrollan una enfermedad progresiva rápida (Thorns et Al, 1983).
5.2.13. La hipersensibilidad de tipo retardado
131 derivado de proteina purificada estimula los linfocitos 1 CD’? de memoria
(sensibilizados) de los animales previamente expuestos (Platt et Al, 1983); éstos proliferan en
respuesta a los antígenos de las micobacterias y secretan citoquinas, principalmente del tipo
Thl (Tsicopoulos et 61, 1992), que atraen neutrófilos, macrófagos y monocitos al punto de
inoculación. El efecto local de las citoquinas junto con la pérdida de líquido producida por
la migración de los fagocitos a traves de los vasos sanguíneos produce el eritema, y los
depósitos de fibrina causan la induración. Las altas concentraciones de citoquinas, las
sustancias liberadas en la desintegración de los macrófagos, la isquemia y la activación local
del complemento por complejos inmunes son los factores que producen la necrosis
(Dannenberg, 1989). El tipo de respuesta inmune generada en la intradermorreacción, la
hipersensibilidad de tipo retardado (delayed-type hypersensitivity, DTH), se solapa pero no
es exactamente lo mismo, que la inmunidad mediada por células desencadenada por el
crecimiento de las micobacterias en el pulmón (Saliers et Al, 1994).
La sensibilización persiste indefinidamente aunque la infección que la haya provocado
esté localizada o eliminada por completo, a excepción de la anergia en los casos de
diseminación muy rápida de la infección, y la desensibilización temporal tras la
intradermotuberculinización y en el postparto. En el ganado infectado experimentalmente
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existe un relación inversa entre el titulo de anticuerpos y la reacción de hipersensibilidad de
tipo retardado (Harboe el 61, 1990).
5.3. FACTORES DE VIRULENCIA: EFECTOS DE LOS CONSTITUYENTES DE LAS
MICOBACTERIAS EN LA FUNCIÓN DE LOS MACRÓFAGOS
Algunos de los constituyentes de los microoganismos del complejo Al. tuberculosis
pueden ser capaces de alterar la función de los macrófagos, reduciendo su capacidad efectora,
desarrollando estrategias a diferentes niveles: (1) modificación de la fagocitosis, (2) inhibición
de la fusión fagosoma-lisosoma, (3) evitación o neutralización de la acidificación del
fagosoma, (4) resistencia al contenido lisosomal, (5) tolerancia de la producción de ROl y
RNI, (6) modificación de la secreción de citoquinas (principlamente TNF-a), y (7) activación
a un estado micobactericida incrementado (McDonough et ál, 1993; García-del Portillo et Al,
1995; Krahenbuhl, 1995). Los factores de virulencia de las micobacterias que actúan a nivel
de los macrófagos inducen cambios que favorecen la supervivencia intracelular del patógeno,
alterando la capacidad microbicida de los macrófagos o su colaboración con el resto del
sistema inmune en la CMI.
Las micobacterias no producen ni exotoxrnas ni endotoxinas. a pesar de lo cual
producen extensas lesiones tisulares. Su envoltura celular contiene una alta proporción de
lípidos, responsables de la hidrofobicidad, de su lento crecimiento, y de la resistencia a los
ácidos y a los desinfectantes. Han sido aislados, caracterizados y evaluados para determinar
su importancia en la patogenicidad.
Varios de los componentes de la pared celular de las micobacterias están implicados
en la respuesta del hospedador a Al. tuberculosis y otras micobacteriosis (Goren et Al, 1979).
Los componentes lipídicos de la pared de las micobacterias estimulan la respuesta basada en
anticuerpos frente antígenos proteicos, formando parte del adiuvante de Freund. Los
componentes de la pared de las micobacterias (carbohidratos y glicolípidos), así como las
proteínas secretadas, pueden desencadenar los efectos inmunosupresores de los macrófagos
en los pacientes tuberculosos.
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La segunda fracción química importante en las micobacterias son las
tuherculoproteinas. Son capaces de provocar un estado de hipersensibilización con la que los
macrófagos adquieren la capacidad de matar células infectadas, origen de la tendencia a la
necrosis caseosa central (Jubb et 61, 1980).
5.3.1. Los sulfáddos
Son compuestos del disacárido trehalosa esterificado con un grupo sulfato y cuatro
ácidos grasos, tres de ellos de cadena larga y con grupos metilo (Goren et ál, 1976). Forma
parte de los componentes exteriores de la membrana. El principal sulfátido de M. tuberculosis
es el SL-I.
Las cepas atenuadas apenas contiene sulfátidos, mientras que las cepas virulentas
producen grandes cantidades de estas sustancias (Goren et Al, 1982). Los sulfátidos de M.
tuberculosis son inhibidores de los macrófagos, bloquean el aumento de la actividad en los
monocitos humanos estimulados con lEN-y, lipopolisacAridos e IL-1B, inhibiendo la activación
del fagosoma (Goren, 1987), alterando la producción de superóxido y la fagocitosis (Pabst et
Al, 1988; Brozna et Al, 1991), y potenciando los efectos tóxicos del cord factor en las
mitocondrias (Kato et Al, 1974).
Sin embargo, la mayoría de las especies de micobacterias producen sulfátidos,
incluyendo aquellas no asociadas con enfermedad y que son fácilmente destruidas en el
interior de los macrófagos. Los sulfátidos de M. tuberculosis pueden inhibir la formación del
fagolisosoma (Goren et Al, 1976), pero probablemente no contribuyan sobremanera a su
supervivencia intracelular (Riley, 1996).
5.3.2. El cord factor
El cord factor <Bloch, 1950) es el responsable del crecimiento formando agregados,
con aspecto de cuerda o serpentina, de las micobacterias del comíejo Al. tuberculosis
(Middlebrook et 61, 1947). Fué identificado como el 6,6’ dimicolato de trehalosa (TDM) (NoiI
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et ál, 1956).
La cepa Al. tuberculosis H37Rv posee una alta concentración de esta sustancia,
mientras que la cepa H37Ra contiene muy poco (Bloch, 1950). Los macrófagos peritoneales
producen una notable cantidad de TNF-a al ser estimulados con el TDM (Silva et Al, 1988;
Matsunaga et Al, 1990). La eliminación de este factor en Al. tuberculosis disminuye la
capacidad del microorganismo para causar enfermedad progresiva en el ratón, y disminuye
también la capacidad de Al. bovis BCG para persistir en el pulmón (Silva et 61, 1985). Sin
embargo, se pueden encontrar grandes cantidades de esta sustancia en otras micobacterias no
consideradas virulentas (Goren et Al, 1979).
Otras actividades biológicas del cord factor incluyen toxicidad (Kato, 1973), inhibición
de la fusión inducida por el Ca2~ de vesículas fosfolipídicas (Spargo et 61, 1991), e inhibición
de la migración de los leucocitos (Goren et 61, 1979). En las células hepáticas induce la rotura
de las mitocondrias, y la desintegración del retículo endoplásmico rugoso y de los ribosomas
(Thoen et 61, 1986).
5.3.3. El lipoarabinomanano
El lipoarabinomanano (LAM) es el miembro más antigénico de la familia dc
lipopolisacAridos (LPS) fosforilados de las paredes celulares de M. tuberculosis, M. leprae y
otras micobacterias (Hunter et Al, 1990). Inicialmente identificado como un antígeno de 35
KDa, está relacionado con otros LPS de las micobacterias: el lipomanano y el
fosfatidilinositol manósido (Brennan et 61, 1967). Se localiza también en la superficie exterior
de la membrana de la micobacteria, anclado con un grupo fostatidilinositol (Hunter et 61,
1990). Parece contener residuos de arabinosa inmunodominantes extendiéndose desde el
núcleo central de manosas.
El LAM es un potente inmunosupresor de diversas funciones relacionadas con la CMI;
el LAM intacto inhibe la activación de los macrófagos murinos y humanos mediada por el
IFN-y, afectando a la transducción de la señal (Sibley et 61, 1988; Chan et 61, 1991;
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Krahenbuhl, 1995). Es además capaz de eliminar los ROl potencialmente citotóxicos (Chan
et ál, 1991). El LAM afecta a la presentación de los antígenos en los macrófagos, bloqueando
la regulación de las moléculas del MHC de clase II (Sibley et Al. 1988). Inhibe la respuesta
a los antígenos en los linfocitos humanos (Kaplan et 61, 1987), y la proliferación de los clones
de las células T CD4~ (Moreno et Al, 1988).
La supervivencia intracelular de ciertas micobacterias puede deberse a una relación
entre la estructura y la función de esta molécula. El núcleo central de fosfatidilinositol y
manosa está conservado en las diferentes micobacterias, pero en los extremos de las
moléculas, presentados en la superficie de los microoganismos, si existen algunas diferencias
(Chatterjee et 61, 1992a). El LAM de la cepa M. tuberculosis Erdman está protegidos con
manosa (ManLAM) (Chatterjee et Al, 1992b). En contraste, el LAM de las micobacterias de
crecimiento rápido avirulentas carece de estos grupos en las cadenas laterales de arabinosa
(AraLAM).
El LAM puede ser importante en la fagocitosis de las micobacterias mediada por
receptores de manosa (Schlesinger, 1993), ya que las terminaciones de manosa del ManLAM
funcionan como ligandos de estos receptores de los macrófagos (Schlesinger et Al. 1994).
Además, el LAM de cepas virulentas de M. tuberculosis no provoca la producción de grandes
cantidades de TNF-a; el ManLAM de la cepa Erdman no estimula la producción de TNF-a
en los macrófagos del ratón, mientras que la AraLAM de cepas avirulenta si tiene esa
capacidad (Chatterjee et 61, 1992b; Bames et 61, 1992; Adains et 61, 1993; Roach et 61, 1993).
Esta relación sugiere que el lipoarabinomanano podría facilitar el crecimiento intracelular de
las cepas virulentas al reducir la producción de TNF-a, y por lo tanto, evitando su acción
micobactericida.
Sin embargo, existen dos contradicciones en la hipótesis de la relación ManLAM-TNF-
a; el LAM aislado de la cepa H37Rv induce la producción de TNF-a (Moreno et 61, 1989),
aunque no se conoce si la estructura del LAM de esta cepa es ManLAM; y el LAM de M.
bovis BCG, una cepa de virulencia atenuada, es del tipo M&mLAM (Prinzis et 61, 1993).
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5.3.4. Las ceras
Son productos formados por la esterificación del ácido micocerósico y de phthiocerol
(Nolí, 1957). Las ceras A, E, C y D se aislaron de diferentes especies de micobacterias
(Anderson, 1941). La cera Des un producto autolitico del mAGP de la pared celular (Goren
et 61, 1979), tiene actividad como adyuvante, activa los macrófagos, estimula la CMI e induce
la formación de granulomas (Biberstein et Al, 1990).
5.4. FORMACIÓN DE LAS LESIONES
La lesión primaria se establece tras la interacción entre el patógeno y el hospedador.
Una única partícula de aerosol (de menos de 5 im), conteniendo de 1 a 3 bacilos puede ser
suficiente para iniciar el desarrollo de la lesión primaria (O’Grady et Al, 1963). El
microorganismo alcanza los alveolos pulmonares, donde es ingerido por un macrófago
alveolar en cuyo citoplasma se multiplica lentamente (Dannenberg, 1982; Iboen et 61, 1986;
Timonei et Al, 1988). En la primera exposición al microoganismo, la resistencia a la
destrucción tras la fagocitosis permite la multiplicación intra y extracelular (Biberstein et 61,
1990; Quinn et Al, 1994). Una inflamación granulomatosa similar se inicia también por
hongos, parásitos y partículas inertes como asbestos y sílica, componentes que los lisosomas
de los macrófagos no pueden degradar. El macrófago muere, y los bacilos liberados son
ingeridos por otros. Los monocitos sanguíneos son también atraídos al punto de infección
(Kaufmann, 1990) e ingieren, pero no eliminan, al agente etiológico. Más monocitos
sanguíneos acuden a la lesión, se transforman en macrófagos y refagocitan los restos
(Cheville, 1988). También los polimorfonucleares neutrófilos son atraídos a las lesiones en
el vacuno (Pritchard, 1988). Según continúa este proceso, la lesión aumenta.
Los tubérculos comienzan como pequeños agregados de macrófagos y neutrófilos
(Cheville, 1988), y son visibles a los 8 diás (Blood et Al, 1989). Los microorganismos escapan
y las células del hospedador infectadas que alcanzan los ganglios linfáticos continúan una
proliferación similar (Timonei et 61, 1988; Biberstein et Al, 1990). Esta lesión primaria, junto
con la lesión en el ganglio linfático regional, se denomina complejo primario de Ranke o de
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Ghon-Ranke (Blood et Al, 1989; Biberstein et Al, 1990). Siempre está presente en la
primoinfección en los animales, aunque no siempre se puede demostrar claramente (Jubb et
Al, 1980).
La apariencia de los macrófagos se modifica al acumular el agente causal y los restos
del tejido, transformándose en las células epitelioides (Cheville, 1988). Éstas tienen un gran
núcleo vesicular ovalado y citoplasma pálido. Contienen bacilos en su interior, probablemente
debido a que han sobrevivido a la transformación de las células, ya que parece que estas
células son incapaces de fagocitar (Jubb et al., 1980; Biberstein et al., 1990). La fusión de los
macrófagos, o la división amitótica de núcleos sin división del citoplasma (Jubb et Al, 1980;
Timonei et Al, 1988), forma las células gigantes o de Langhans, de citoplasma también pálido
y varios núcleos en forma de herradura en el borde citoplasmático (Thoen et Al, 1986). El
estímulo de la fusión y de estas transformaciones son las citoquinas liberadas por los
linfocitos que migran a los granulomas (Cheville, 1988) y los lípidos (Jubb et Al, 1980).
Aunque las bacterias no son destruidas, el granuloma es un medio efectivo de localizar
la infección y permitir el desarrollo de otros mecanismos inmunológicos e inflamatorios para
destruir el bacilo (Thoen et 61, 1986; Cheville, 1988).
Después de la primera a cuarta semana, la respuesta inmune se modifica por el
establecimiento de la inmunidad mediada por células, de una reacción por cuerpo extraño a
la formación de un granuloma específico (Biberstain et 61, 1990). Los macrófagos activados,
con un mayor número de fagosomas, lisosomas y mitocondrias, adquieren la capacidad de
destruir las bacterias (Timen et 61, 1986; Cheville, 1988; Quinn et Al, 1994). La activación de
los macrófagos es por medio de las linfoquinas liberadas por los linfocitos T, también
responsables de la necrosis caseosa (Timonei et Al, 1988), debida a la liberación de enzimas
lisosomales y factor de necrosis tisular (Saliers et Al, 1994).
A medida que los granulomas se expanden por la llegada de monocitos inmunes se
hacen más complejos. Estas células fagocitan macrófagos muertos y bacterias viables, y son
a su vez destruidos. En algunas lesiones las células plasmáticas son habituales, indicando un
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papel, aunque inefectivo, de estas células (Cheville, 1988). El centro de los tubérculos jóvenes
está formado por una mezcla de células epitelioides y gigantes, rodeado dc una zona de
linfocitos, células plasmáticas y monocitos. En la periferia de la lesión aparecen fibroblastos
para desarrollar una cápsula fibrosa periférica que finalmente rodea la lesión. Conforme la
lesión progresa, la zona central se necrosa por efecto de la reacción de hipersensibilidad
(Dungworth, 1985). La apariencia de estas lesiones es la de nódulos blancos o amarillentos,
de consistencia firme.
Una vez establecida la CMI la infección sigue un curso diferente. Los linfocitos 1
específicos y los macrófagos activados previenen la diseminación. Su actuación, sin embargo,
causa una extensa destrucción tisular característica de las tuberculosis progresivas. Aunque
la diseminación linfática está limitada, la propagación de la infección ocurre por expansión
en las zonas contiguas o a través de la erosión de los bronquios o de vasos sanguíneos
<Biberstain et Al, 1990; Quinn et Al, 1994). La licuefacción y la formación de cavernas se debe
a la acción enzimática en las proteínas y los lípidos (Thoen et Al, 1986>. El proceso de
licuefacción permite a los bacilos, presentes solo en un pequeño número en la masa caseosa,
multiplicarse hasta alcanzar cantidades vertiginosas. Esta lesión es mucho más contagiosa que
el estado de necrosis caseosa (Saliers et Al, 1994). La calcificación es característica de algunas
especies animales, y en otras se observa rara vez y cuando ocurre suele ser en lesiones
situadas en el tejido linfocitario (Jubb et Al, 1980).
Esta inmunidad, aunque protectora, no consigue eliminar todos los microorganismos
de los tejidos. Algunas lesiones, rodeadas de tejido conectivo bien organizado, pueden
contener bacilos viables durante años por lo que es posible la reactivación de la infección
(Thoen et 61, 1986).
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6. TUBERCULOSiS, UNA ENFERMEDAD EMERGENTE
Pocas de las plagas que han afligido a los hombres han causado tanto temor y
sufrimiento como la tuberculosis y la lepra, ambas causadas por especies pertenecientes al
género Mycobacterium (Grange, 1989). La tuberculosis humana, conocida como el capitán
de todos los señores de la muerte, es una de las enfermedades infecciosas más antiguas,
siendo el microorganismo responsable el Mycobacterium tuberculosis y más raramente Al.
bovis.
Las enfermedades infecciosas no sólo no han sido erradicadas, sino que continúan
siendo la mayor causa de mortalidad a nivel mundial (López, 1992), destacando por sus
connotaciones sociales y económicas la tuberculosis (Murray et Al, 1992). A nivel mundial,
Al. tuberculosis y Al. bovis son responsables de más mortalidad y morbilidad que cualquier
otra bacteria patógena, y de acuerdo con las estimaciones de la Organización Mundial de la
Salud (OMS), aproximadamente 1.700 millones de personas, un tercio de la población
mundial, está infectada con Al. tuberculosis (Kochi, 1991), y por lo tanto puede desarrollar
la enfermedad (Kaufmann et 61, 1993).
Se estima que actualmente esta enfermedad produce 8 millones de nuevos casos y 2,9
millones de muertos cada año (Kochi, 1991). En términos globales, puede afirmarse que la
tuberculosis es la causa del 6,7% de todas las muertes en países en vías de desarrollo, del
18,5% de las muertes producidas en adultos de 15 a 19 años, y del 26% de muertes evitables
en adultos (Murray et Al, 1992).
En los últimos años, y a pesar de que en los países en vías de desarrollo la
tuberculosis continuaba siendo un serio problema, en los paises industrializados se la
consideró un problema menor. Con anterioridad a los tratamientos con quimioterapia, en estos
países la tasa anual de infección decrecía entre un 5 y un 6% anual debido a las
transformaciones sociales y económicas. Desde 1950, con el amplio uso de ésta, se produjo
un descenso anual de un 10%. Sin embargo, en los últimos años esta incidencia descendente
se ha invertido, afectando especialmente a las grandes ciudades. El número de casos activos
en 1990 y 1991, comparados con las menores incidencias de la enfermedad recogidas entre
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los años 1985 y 1988, se ha incrementado en los países de la U.E. y en E.E.U.U., oscilando
de un 33% en Suiza a un 4% en Reino Unido (30% en Dinamarca, 20% en Noruega, 5% en
Suecia, etc...).
Seis factores podrían explicar la reversión de la tendencia a la disminución que desde
hace casi un siglo tenía el riesgo anual de infección de la tuberculosis: (1) la epidemia del
virus de la inmunodeficiencia humana (VII-!), (2) el incremento de población con míseras
condiciones de vida, (3) el aumento en el número de drogadictos por vía intravenosa, (4) la
concentración de estos factores de riesgo en los mismos grupos específicos de individuos, en
los que hay un incremento en la transmisión, (5) inmigrantes y (6) la incapacidad de los
gobiernos para mantener y mejorar los programas de tratamiento de la tuberculosis (Eloom
et Al, 1992; Fox, 1992). El incremento en la transmisión activa es un indicador de un fallo
en el programa de control para detectar e instaurar rápidamente una terapia efectiva en el
tratamiento de los casos infecciosos de tuberculosis. Este mayor número de fuentes de
infección puede afectar a la población general.
La transmisión de la infección es especialmente importante en algunos grupos de
riesgo: vagabundos que viven en refugios (Nolan et Al, 1991), reclusos y personal de prisiones
(Braun et Al, 1989), y personal sanitario (Greenberg et Al, 1991). En drogadictos por vía
intravenosa inicialmente negativos a la prueba con PPD, el riesgo de infección es
aproximadamente el 6,7%, considerablemente mayor que en el más pobre de los países en
vías de desarrollo. Varios autores han atribuido una importante proporción de los brotes de
tuberculosis a inmigrantes provenientes de países con alta prevalencia de esta enfermedad
(Sankalé, 1983; Rieder et 61, 1989; Kaufmann et 61, 1993).
Cerca de la mitad del incremento en el número de casos de la tuberculosis es
inevitable, consecuencia de la coinfección con VIH y tuberculosis; sin embargo, muchos de
los casos producidos por un aumento en la transmisión activa podrían haber sido evitados por
medio de programas de tratamiento efectivo. Predecir el curso del resurgimento de esta
enfermedad es difícil, puesto que continúa el riesgo de la transmisión entre los grupos de
riesgo, y entre éstos y la población general. Respecto a las actuaciones a nivel mundial, la
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Unión Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares (IUATLD) ha
establecido programas de control que detectan aproximadamente dos tercios de todos los
casos, tratando 65.000 personas con tasas de curación que oscilan entre el 80 y 85% en siete
países en vías de desarrollo. La OMS ha iniciado recientemente un nuevo programa para
proporcionar los conocimientos técnicos solicitados por los países en vías de desarrollo y
elaborar un plan de investigación internacional.
6.1. EPIDEMIOLOGLA
Para el estudio de la epidemiología de la tuberculosis se tienen en cuenta diversas
variables: la incidencia, la prevalencia y la tasa anual de infección. La incidencia, definida
como el número de nuevos casos que ocurren cada año, es más significativa que la
prevalencia, que es el número total de casos registrados. Sin embargo, el parámetro más útil
es el cálculo de la tasa o riesgo anual de infección, que equivale a la prevalencia de la
infección por edades, es decir, la posibilidad de infectarse cada año con el bacilo. Esta
variable ofrece una medida de la transmisión de la tuberculosis y se obtiene sometiendo a la
prueba de la tuberculina a escolares y adultos jóvenes (reemplazos militares) que no hayan
recibido la BCG. Existe una relación bastante constante entre el riesgo anual de infección y
la incidencia de casos infecciosos de tuberculosis (Styblo, 1980), estimándose que para un
riesgo anual de infección de un 1% existen de 50 a 60 casos infecciosos por cada 100.000
habitantes.
Tabla 1.6. Riesgos anuales de infección estimados, nuevos casos y modalidad de la TB en países en vías de
desarrollo, 1985-1990 (Munay et al, 1992 en Boom y Murray, 1992).
Área Riesgo anual de
infección
Casos nuevos
cada alio
Muertes cada alio
Áí’rica Subsahariana 1,5 a 2.5% 1.313.000 586.000
Norte de África y Asia Occidental 0,5 a 1,5% 323.000 91.000
Asia 1,0 a 2,0% 5.102.000 1.825.000
Sudamérica 0,5 a 1,5% 536.000 111.000
América Central y Caribe 0,5 a 1,5% 185.000 80.000
Total de países en vías dc 7.280.000 2.692.000
desarrollo
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Los datos de prevalencia e incidencia de la tuberculosis plantean muchos problemas
debidos a la variación de los métodos empleados en los distintos países para detectar y
notificar los nuevos casos. Los datos oficiales son poco fidedignos e incompletos, por lo que
no pueden ser utilizados para evaluar la tendencia de la enfermedad (Styb]o el ál, 1981). La
incidencia anual por cada l00.0()0 habitantes notificada fue de 59 en Europa y 57 en África,
donde, sin embargo, el riesgo de infección es al menos 20 veces superior al europeo (Bulla,
1977).
Los estudios realizados en las anteriores décadas en países considerados en vías de
desarrollo indicaron que el riesgo anual de infección se sitúa entre el 2 y el 5%. Asumiendo
que la población total de estos países alcanza los 3.000 millones de personas y que la tasa de
infección anual media es del 3%, puede decirse que aproximadamente 1(X) millones de
individuos se infectaron cada año (Grange, 1989). El número de individuos infectados que
desarrolla la enfermedad varía de país a país y según los distintos grupos étnicos. En general,
entre el 5 y el 10% desarrolla la enfermedad activa en los 5 años siguientes a la infección,
y de un 3 a un 5% en un periodo posterior de sus vidas (Sbarbaro, 1975). Por lo tanto, de los
100 millones de personas infectadas cada año, entre 10 y 20 millones padecerán la
enfermedad, cifra que alcanzaría los 60 millones según otros autores (Kaufmann et Al, 1993).
De éstos, de 2 a 3 millones fallecen cada año y se estima que hay de 4 a 5 millones de
nuevos casos infecciosos cada año.
Desde el punto de vista de la evolución de la enfermedad a nivel mundial los países
se dividen en dos grupos bien definidos: los países desarrollados en los que la tasa anual de
infección es baja (del 0,1 al 0,3%) y en los que hasta recientemente se observaba una
declinación (aproximadamente un 10% anual), y los países en vías de desarrollo, en donde
se presentan e] 95% de los casos, con una tasa de infección alta y estable (de] 2 a] 5%).
Probablemente, y puesto que la población en estos países se ha duplicado, es posible, en
términos absolutos, que el número de casos de tuberculosis sea mayor ahora que en cualquier
otro momento de la historia de la humanidad (Orange, 1989).
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6.2. ASOCIACIÓN ENTRE VIH Y TUBERCULOSIS
La evolución de la tuberculosis en individuos infectados con el VIH es completamente
diferente a la del resto de la población (Barnes et Al, 1991). Se ha estimado que a nivel
mundial existen 4,4 millones de personas coinfectadas con VIH y Al. tuberculosis, de los
cuales medio millón padecen tuberculosis activa (Kaufmann et 61, 1993). La sinergia entre
ambos es más mortífera de lo que se suponía, ya que un individuo infectado con tuberculosis
que contacte con el VIH probablemente desarrolle la enfermedad, generalmente de curso
lento. Sin embargo, individuos infectados con VIR que contactan con los bacilos tuberculosos
sufren una enfermedad aguda, con diseminación miliar, falleciendo en menos de 6 meses
(Fox, 1992). El riesgo de desarrollar la enfermedad para individuos positivos a la prueba de
la tuberculina es el 8% anual (DiPerri a 61, 1989) y presentan más comúnmente tuberculosis
extrapulmonarcoexistiendo con la enfermedad pulmonar. Un estudio realizado en 20 ciudades
de Estados Unidos reveló que una media de 10,4% (intervalo de O a 61%) de los pacientes
con tuberculosis eran VJH-seropositivos (Elíner et 61, 1993). En estos pacientes el diagnóstico
es a menudo difícil y se logra tardíamente porque su reactividad frente al PPD puede verse
afectada debido a la anergia, y el diagnóstico radiológico puede mostrar solamente unos
patrones de infiltración difusos (Kramer et 61, 1990), fácilmente confundibles con neumonía
por Pneunwcyvtis carinii (Elíner et Al, 1993). Sin embargo, con el tratamiento adecuado la
tasa de curación parece ser tan alta para los infectados con el VIH como para los
seronegativos frente a este virus (Small et 61, 1991).
6.3. CEPAS MULTIRRESISTENTES
A esta nueva tendencia de la enfermedad, hay que añadir la aparición de nuevas cepas
multirresistentes a los fármacos que amenazan la capacidad de controlar la enfermedad
(Bloom et Al, 1992). Desde los primeros estudios se hizo evidente que la resistencia a un
único antibiótico se desarrollaba rápidamente, por lo que era necesaria una combinación de
antibióticos para prevenir la aparición de resistencias.
El problema en el tratamiento de cepas sensibles de M. tuberculosis es la perseverancia
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del paciente con los largos tratamientos, ya que tras 2 a 4 semanas los síntomas debilitantes
de la tuberculosis desaparecen, y sin control activo del personal sanitario la mayoría de los
pacientes abandonaría el tratamiento. Tal circustancia contribuye a prolongar las posibilidades
de contagio y produce las condiciones para la selección de microoganismos resistentes. Por
ejemplo, en Nueva York entre 1982 y 1984, solamente el 9,8% de los aislamientos de
pacientes no tratados eran resistentes a uno o más fármacos, frente al 22,8% de aislamientos
de pacientes previamente tratados y el 52% de los aislamientos de casos de recaídas (Bloom
et ál, 1992).
La tasa de mortalidad producida por estos microoganismos multirresistentes (MDR
TB) podría oscilar entre el 40 y 60%, y en individuos VIH positivos podría alcanzar el 80%.
Ya que la isoniazida y la rifampicina son los fármacos más efectivos, la resistencia a ambas
es un grave problema clínico y de salud pública. La resistencia conjunta a isoniazida y
rifampicina fué el 3,1% en nuevos casos y el 6,9% en casos recurrentes, pero en un estudio
en la ciudad de Nueva York, estas cifras alcanzaban el 7 y 30% respectivamente (Bloom et
61, 1992). El número de afectados en los brotes resistentes a antibióticos (hasta 70 en un
mismo brote) y la rapidez con la que éstos se han propagado sugieren que nos encontramos
ante un nuevo problema.
La evidencia epidemiológica de transmisión nosocomial fue corroborada por RFLP
(análisis de restricción enzimática del ADN) (Daley et ál, 1992). En cada brote, más del 80%
de los afectados eran VIH-seropositivos, probablemente porque los brotes habían ocurrido en
centros de atención especial para estos pacientes. La mortalidad en estos casos fué muy alta,
del 72 a 89%, con una rápida progresión de 4 a 16 semanas debida a la inmunodepresión
combinada con un retraso en el inicio de una terapia efectiva, causado por el tiempo necesario
para realizar el antibiograma correspondiente (Elíner, 1993).
6.4. EPIDEMIOLOGíA DE LA INFECCION POR M. bov¿v EN LOS SERES
HUMANOS
La revisión de la situación en varios países demuestra una correlación entre la
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existencia de ganado infectado y la tuberculosis extrapulmonar en personas (Kazwala et ál,
1992), y entre la erradicación de la tuberculosis en el ganado, la disminución de tuberculosis
por M. bovis en los seres humanos (Price, 1939; Gervois, 1966; Schmiedel, 1968) y el
porcentaje de personas reactores a la tuberculina (Lesslie et Al, 1972).
Con la implantación de la pasteurización de la leche como medida obligatoria, y
despues de completar el programa de erradicación de la tuberculosis bovina en los países
industrializados, la exposición de las personas a M. bovis sc redujo (Kataria, 1969),
disminuyendo la incidencia de la infección humana por Al. bovis hasta un nivel muy bajo
(Yates et Al, 1988). Pero incluso cuando la tuberculosis bovina ha sido erradicada en un país,
puede pensarse que la población humana soportará indicios de infección por tuberculosis
bovina durante décadas (Magnus, 1966). ya que la enfermedad puede manifestarse mucho
tiempo después de la infección inicial (Grange et Al, 1994).
Sin embargo, esta incidencia puede estar subestimada debido principalmente a dos
motivos: (1) fallos laboratoriales en la diferenciación de M. tuberculosis y M. bovis (Habib
et Al, 1966; Rothstein, 1970; Collins el Al, 1983; Yates et 61, 1988), y (2) falta de notificación
del bacilo responsable de la enfermedad (Yates et Al, 1988), por lo que la información
disponible sobre la distribución y la prevalencia de la infección por Kl. bovis es escasa. La
infección pulmonar por M. bovis es clínica, radiológica y anatomopatológicamente
indistinguible de la producida por M. tuberculosis (Hedvalí, 1942, Willcins et Al, 1986).
Aunque existen métodos para caracterizar Kl. bovis iii vitro (Karlson et Al, 1970), los tesIs
pueden presentar un grado de variabilidad, especialmente en los subcultivos (Damsker et Al,
1974) y a menudo el diagnóstico bacteriológico se limita al examen del esputo (Ritacco et Al,
1992).
La diferenciación de ambos microorganismos es importante por dos razones. Todas
las cepas de Al. bovis son naturalmente resistentes (resistencia primaria) a la pirazinamida, y
en un porcentaje variable son también resistentes a otros fármacos: 9-64% al ácido
paraaminosalicílico, 4,9-10% a la isoniacida, 9% a la etionamida, 6-39% resistentes a la
isoniazida y al ácido paraaminosalicílico conjuntamente y 2,5-6% a la estreptomicina (Barrie
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et 61, 1966; Kataria, 1969; Wilkins et 61, 1986). Por este motivo pueden ser necesarios
pequeños ajustes que incluyan un suplemento con un tercer fármaco durante los primeros
meses de tratamiento (Kataria, 1969). Aunque la quimioprofilaxis con isoniazida parece ser
apropiada para individuos infectados pero que no han desarrollado inlbcción activa, no se
conoce el grado de protección que la quimioprofilaxis ofrece en esta infección (Fanning et
ál, 1991). Además, el hallazgo de Al. bovis en humanos debería originar una búsqueda
epidemiológica concreta (Wigle et 61, 1972; Fanning et 61, 1991).
La importancia relativa de la tuberculosis postprimaria por una infección o reinfección
exógena, frente a la reactivación de una anterior infección ha sido largamente discutida
(Canetti, 1972; Sutherland et 61, 1972; Stead, 1974). La posibilidad de infección a través de
ganado bovino es extremadamente reducida en los países que han completado la erradicación
de esta enfermedad en el ganado vacuno (Sjógren et 61, 1978). Actualmente se considera que
la mayoría de los aislamientos de M. bovis representan la reactivación de un foco primario
de infección (Barde et 61, 1966; Wigle et Al, 1972), y debido a la alta prevalencia de la
infección en poblaciones ¡males (Lesslie et Al, 1972), que las personas adultas reprnsentan un
reservorio de M. bovis que puede potencialmente reactivarse. Las infecciones primarias
pueden producirse en areas de vacuno infectado o, principalmente en niños, por exposición
a casos de tuberculosis pulmonar (Collins et Al, 1981; Collins et Al, 1983), ya que los
pacientes en cuyo esputo se demuestran bacilos representan un peligro de transmisión a las
personas (Siógren et 61, 1978).
La transmisión de persona a persona de M. bovis es un tema controvertido, aunque se
han publicado casos muy probables (Vaillaud et 61, 1966; Fanning et Al, 1991) e incluso
comprobado por tipificación mediante el polimorfismo de los fragmentos producidos por
enzimas de restricción (restriction fragment lengUi polyinorphis>n o RFLP) del elemento
1S6110 (van Soolingen et di, 1994). Se considera que la transmisión es menos frecuente que
la de Al. tuberculosis, ya que solamente se infectan el 13% de las personas que conviven con
enfermos de tuberculosis pulmonar por M. bovis, frente al 29% de M. tuberculosis en la
misma situación (Schmiedel, 1968).
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La transmisión de personas al ganado vacuno ha sido bien documentada en rebaños
previamente libres de la infección, sin otras fuentes de infección presentes y en los que no
aparecieron nuevos casos una vez terminado el contacto con las personas afectadas. Esta
transmisió tuvo lugar via aerógena o por contaminación de los establos con orina de
trabajadores de granja con infección genitourinaria (Torning, 1965; Baldwin., 1968; Lesslie,
1968; Huitema, 1969).
La transmisión del ganado a los seres humanos está directamente relacionada con el
grado de tuberculosis de los rebalios con los que han estado en contacto (Sigurdsson, 1945).
Históricamente la principal via de infección fué la ingestión de leche sin pasteurizar; la
obligatoriedad de la pasteurización redujo marcadamente la incidencia de la tuberculosis
abdominal y la escrófula en las ciudades, sin embargo tuvo poco impacto en en la incidencia
de la tuberculosis pulmonar en la población rural (Schmiedel, 1968). También puede
transmitirse a través de aerosoles producidos por el animal enfermo o en su entorno, manejo
de carcasas e infección de heridas (Roberts, 1986; Orange, 1994), es por lo tanto una
infección ocupacional que afecta principalmente a veterinarios y trabajadores de mataderos
y a la población rural (Barrera et al, 1987; Robinson et 61, 1988; Georghiou. 1989; Fanning
et Al, 1991). De las personas infectadas, solamente el 5 o 10% no es capaz de resistir la
enfermedad y desarrollará la enfermedad clínica que requiere tratamiento.
Cuando la prevalencia de la tuberculosis bovina es alta, la mayor parte de la
tuberculosis humana causada por Kl. bovis es de localización extrapulmonar; linfoadenopatías
cervicales, lupus vulgaris y lesiones óseoarticulares (Griffith, 1937). En la primera parte de
este siglo la mayor parte de los casos afectaban a niños y jóvenes (Grange et Al, 1994). Antes
de la pasterización de la leche, M bovis era responsable del 5-10% de todos los casos de
tuberculosis en países europeos, con variaciones regionales del 3 al 80% (Schliesser et Al,
1992). Las infecciones génitourinarias eran poco comunes y afectaban a los pacientes de
mayor edad. La primera infección pulmonar por Kl. bovis fue confirmadabacteriológicamente
en 1909 (Griffiths, 1914). M. bovis producía solamente entre el 0,4-0,6% (Yates et 61, 1988)
al 1-3% de todos los casos de tuberculosis pulmonar (Griffiths, 1930; Cutbill, 1944), aunque
este hecho puede simplemente reflejar un alto nivel de enfermedad pulmonar por Al.
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tuberculosis en la población (O’Reilly et ál, 1995).
En el periodo comprendido entre 1959 y 1967, el 2.5% de todas las tuberculosis
aisladas en Holanda fueron del tipo bovino (Huitema, 1969). Entre 1964 y 1970 representó
el 0.5% de todos los casos de tuberculosis en un estudio realizado en Canadá (Wigle et ál,
1972). Entre 1969 y 1984, Al. bovis representó el 2,8% de todos los casos de tuberculosis en
Reino Unido; el 1% de tuberculosis pulmonar y el 11,4% de extrapulmonar (Wilkins et Al,
1986), siendo el pulmón el órgano más afectado. En un estudio realizado entre 1977 y 1987,
casi treinta años despues de la erradicación de la tuberculosis en el ganado bovino en Reino
Unido, el 1,2% de todas las tuberculosis comprobadas bacteriológicamente estaba producida
por M. bovis; el pulmón fue el lugar de enfermedad más frecuente (40-50%), seguido de
linfoadenopatías en pacientes de origen indio (33%) y el tracto génitourinario en pacientes
europeos (17-26%) (Yates et ál, 1988). La mayor parte de los casos ocurrieron en ]a
población local nacida cuando todavía existían fuentes de infección bovina. En América
Latina los porcentajes de tuberculosis humana producida por Al. bovis oscilan entre el 0,4 y
el 6,2% (Centrangolo et ál, 1971; Barrera et Al, 1987). Según las estimaciones de la
Organización Panamericana de Salud y la Organización Mundial de la Salud (PARO/OMS)
se producen aproximadamente 7.000 nuevos casos anuales de esta enfermedad, lo que
equivale a una tasa de 2/100.000 habitantes frente a 70,5/100.000 producidas por el complejo
M. tuberculosis.
Actualmente es el pulmón el órgano más frecuentemente afectado, lo que indica que
la inhalación ha sido la principal ruta de infección (Robinson eL Al, 1988), o que es el lugar
más frecuente de tuberculosis postprimaria, independientemente de la localización de la lesion
inicial (Grange et ál, 1994). El tracto genitourinario es la localización extrapulmonar más
frecuente de la enfermedad producida por M. bovis. La distribución anatómica de las lesiones
no pulmonares debida a M. bovis es semejante a las producidas por M. tuberculosis,
sugiriendo que el patrón de la enfermedad no está determinado por factores intrísecos al
microorganismo (Yates et Al, 1988), y aunque inicialmente se pensó que la frecuencia de
tuberculosis extrapulmonar por Kl. bovis se debía a diferentes características en el crecimiento
dc M. bovis respecto a Al. tuberculosis (Hinshaw, 1969) estas están probablemente más
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relacionadas con la ruta de infección (Robinson et ál, 1988).
En pacientes infectados también con el VIH las infecciones de Al. bovis progresan
rápidamente a una enfermedad abierta y diseminada, ya que la reducción de la inmunidad
protectora elimina los factores del hospedador que limitan la progresión de la infección por
M. bovis (Dabom et al., 1993; Dankner, 1993; Granje et 61, 1994). En un estudio realizado
en California (EE.UU), el 25% de los casos de tuberculosis por Al. bovis se debía a enfermos
con HIV (Dankner, 1993). Recientemente se ha informado de un brote nosocomial de Kl.
bovís multirresistente frente a isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina, etionamida
y rifabutina, que afectó a pacientes infectados con este virus así como a un irabalador del
centro de salud (Bouvet et 61, 1993).
Desde el año 1984 a 1995 se han comunicado 58 aislamientos de M. bovis al Sistema
de Información Microbiológica (SIM) español (Tabla 1.7). El 50% de estos casos tuvo
localización pulmonar, el 17% renal, 9% ganglionar y 9% digestivo. Ocho de los caso eran
personas inmunodeficientes. De las 31 personas cuya edad se conoce, 16(51,6%) son mayores
de 45 años. Sólamente en un caso hay constancia de contacto con ganado.
Tabla 1.7. Aislamientos de M. bovis notificados al Sistema de Información Microbiológica
(Liébana ci ál, 1996>.
84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95
12 1 4 5 5 4 3 6 10Aislamientos de 4 4
M. bovis
El Sistema de Declaración Obligatoria de Brotes Epidémicos recogió la notificación
de un brote de tuberculosis por Al. bovis que afectó a 53 niños y jóvenes en la Comunidad
Andaluza, con adenitis cervical aparentemente debida a un problema en una planta
pasteurizadora de leche. Ha existido también un brote nosocomial de Al. bovis multirresistente
que afectó a 23 enfermos que padecían el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida en un
hospital de la C.A.M.
Debido a que la tuberculosis bovina todavía no ha sido erradicada, y a la existencia
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de un reservorio de la infección en la población humana, continuarán existiendo casos de
tuberculosis humana producida por M. bovis. Por lo tanto, el riesgo para otras personas y el
ganado persiste, indicando que es necesaria una continua vigilancia y control.
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7. LA TUBERCULOSIS EN LOS ANIMALES
Las micobacterias pertenecientes al compíclo Al. tuberculosis pueden producir
enfermedad en un gran número de especies animales, tanto domésticos como salvajes. Sin
embargo, hasta recientemente no se ha reconocido la importancia de este abanico
excepcionalmente amplio de hospedadores (Morris et Al, 1994).
La tuberculosis es una enfermedad asociada a la domesticación, ya que la tuberculosis
en las poblaciones salvajes es relativamente escasa y se debe al contacto previo con ganado
o seres humanos (Neill et Al, 1994). Si se compara la enfermedad en ambas poblaciones de
animales, destaca el empeoramiento clínico y la alta diseminación de la infección en los
colectivos mantenidos en cautividad (Biberstein et Al. 1990). Sin embargo. la infección por
M. bovis es endémica en algunas poblaciones de animales salvajes, como el tejón (Aleles
meles) en Reino Unido, y el possum (Trichosurus vulpecula) y el ciervo (Cervus elaphus) en
Nueva Zelanda.
Los animales salvajes infectados son una posible fuente de contaminación para el
ganado, particularmente importante en países cuyos programas de erradicación han reducido
sustancialmente la incidencia de la tuberculosis bovina pero en los que inexplicablemente
todavía continúan apareciendo brotes (Dodd, 1984; Stumpff, 1982; Stuart et ál. 1988; Tessaro,
1986). En Nueva Zelanda, un análisis de restricción enzimática del ADN demostró que
algunas cepas aisladas de ciervo, ganado bovino y possums de la misma localidad eran
idénticas, y que por lo tanto había existido transmisión de la infección entre estas especies.
La convivencia de especies altamente susceptibles a la enfermedad, como el ganado vacuno
y caprino, y el mantenimiento de la infección en reservorios salvajes, aumenta la dificultad
de la erradicación de la enfermedad. A pesar de ello, solamente existen estadísticas fiables
de la prevalencia de la infección animal en el ganado vacuno, debido a su importante
repercusión económica, y en algunos países recientemente también de cabras y ciervos -
El principal obstáculo para el reconocimiento de la infección por organismos
pertenecientes al complejo Kl. tuberculosis (fundamentalmente A’!. bovis) en animales
considerados como hospedadores no habituales, es la falta de medios de diagnóstico
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apropiados (Bush et ál, 1990; Cousins et ál, 1994). La utilización de las técnica de ELISA
para la detección de anticuerpos no son siempre lo suficientemente sensibles, o detectan los
últimos estadios de la enfermedad. El hallazgo de la enfennedad en animales exóticos debe
recordarnos la posibilidad de infección en especies hasta ahora no consideradas como
hospedadores.
7.1. TUBERCULOSIS EN EL GANADO VACUNO
7.1.1. Prevalencia mundial de la tuberculosis en el ganado vacuno
La tuberculosis bovina produce grandes pérdidas económicas en algunos países de la
Unión Europea y en paises en vías de desarrollo, en particular en América del Sur, donde la
ganadería es un importante producto. Los datos de la prevalencia de la infección por M. bovis
en el ganado vacuno, y de su impacto en la salud humana, en los países en desarrollo son
generalmente escasos. De los 55 países africanos, 33 tienen tuberculosis bovina, 25 con
prevalencia muy baja o de forma esporádica, y 8 de ellos enzoótica. Treinta países aplican
algún tipo de medida para controlar esta infección, pero únicamente ‘7 países controlan la
infección mediante un sistema rutinario de pruebas y sacrificio obligatorio. M. bovis está
ampliamente distribuido, afectando también a los animales salvajes. Las peculiaridades del
sistema ganadero, la estrecha asociación física de las personas con sus rebaños, el incremento
en la demanda de leche, consumida fresca o acidificada en el 90% de los casos, y las altas
tasas de infección con el virus de la inmunodeficiencia humana pueden afectar a los aspectos
zoonóticos de M. bovis en este continente (OMS, 1993). El 50% del ganado se encuentra en
países sin ningún tipo de medidas de control; y otro 40% en países donde la infección es sólo
parcialmente controlada; y aproximadamente el 90% de la población africana humana vive
en países en donde no se controla, o sólo precariamente, la tuberculosis bovina (OMS, 1993).
En la región asiática, éstas se utilizan en 7 de los 36 países.
De 34 pAises de Latinoamérica y el Caribe, 20 tienen ganado infectado, y se aplican
medidas en 12 países (Cosivi, 1995). Las prevalencias por animales infectados (pruebas no
realizadas en la población total) en 1989, oscilan entre muy inferiores al 1% (Uruguay,
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Paraguay, Venezuela, Perú, Costa Rica, Honduras>, a 1,3% en Guatemala, 2,1% en México,
2,6% en Colombia, 2,9% en Chile, 3,4% en Ecuador, 5,4% en Nicaragua y 13% en Bolivia
(Kantor et ál, 1994). Las prevalencias estimadas de Argentina y Brasil son superiores al 1%.
Se considera que Panamá, las islas caribeñas y Cuba están libres de la infección. Cuba, el
único país de este área que ha realizado la prueba de la tuberculina a nivel nacional, y en
donde la prevalencia es muy baja, ha sustituido esta prueba por la vigilancia en mataderos
(Kantor ci ál, 1994). De los aproximadamente 300 millones de cabezas, 220 están en países
con prevalencia moderada o alta, o donde no existe infomución disponible. El 26,3% está
localizado en países libres de tuberculosis o con programas de erradicación; el 7,1% de los
animales es de países con prevalencias entre el 0,1 y el 0,9%; y el restante 66,6% de los
animales con prevalencia del 1% o superior (Kantor et ál, 1994).
Tabla 1.8. Prevalencia de la tuberculosis bovina y medidas de control en países en desarrollo (Cosivi,
1995).
Región
(número de
países)
Prevalencia de tuberculosis bovina Control de la
tuberculosis
bovina: test y
sacrificio
Población que vive en países
donde existen estos programas
de control (%)
Presencia Ausencia No existendatos vacuno vacas personaslecheras
África (55) 33 4 18 7 17 14,1 18,1
Asia (36) 17 10 9 7 5,6 16,1 6,3
Latinoamérica
y Caribe (34)
20 12 2 12 76,1 659 59,1
La prevalencia de rebaños infectados en Estados Unidos y Canadá es actualmente muy
baja, 0,003% repartidos en 23 de los estados (Essey et ál, 1994). La eliminación de todos los
animales de un rebaño tuberculoso es considerada uno de los elementos más importantes en
el programa de erradicación de M. bovis. El control de la infección en los novillos mexicanos
importados y en los ungulados (cérvidos y bisonte) son los principales impedimentos para la
erradicación de la infección en estos países (Essey et ál, 1994).
Tras la aplicación del plan de erradicación de la tuberculosis basado en la
intradermotuberculinización, necropsia detallada de los reactores y sacrificio obligatorio de
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todos los animales del rebaño afectado, todas las áreas de Australia están declaradas libres
de tuberculosis desde 1992, aunque algunas zonas están en cuarentena y aún existan focos
endémicos en los búfalos de agua de los territorios del norte. En Nueva Zelanda la
tuberculosis está considerada endémica en algunas áreas geográficas definidas, en las que la
infección se ha establecido en poblaciones de animales salvajes o asilvestrados que actúan
como reservorios (possums, hurones, ciervos, cerdos y cabras salvajes). La infección afrcta
al 2,7% de los rebaños de ganado vacuno, y al 3,9% de los rebaños de ciervos (Tweddle et
ál, 1994).
España e Irlanda son los países europeos con prevalencias más altas de esta infección
(Tabla 1.9).
Tabla 1.9. Prevalencia dc tuberculosis en rebaiios en países miembros
de la Comunidad Europea en 1991 (Caffrey, 1994).
País Prevalencia en rebaÑos (%)
Dinamarca, Luxemburgo, Holanda O
Bélgica 0,01
Alemania 0,024
Portugal 0.12
Reino Unido 0,15
Grecia (1,31
Francia 0,35
Italia 3,71
Irlanda 8,8
España 10,8
a. España
La autoridad central encargada de la coordinación de las Campañas de Saneamiento
es la Subdirección General de Sanidad Animal, perteneciente al Ministerio de Agricultura.
Pesca y Alimentación. Los responsables de la ejecución de las Campañas de Saneamiento
Ganadero son los Servicios Veterinarios de Sanidad Animal de las Consejerías de Agricultura
de las Comunidades Autónomas.
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Con la entrada en vigor del Acta Única en 1993 se produjo la apertura de fronteras
al resto de países comunitarios, lo que supone que aquellos productos españoles que no
posean absoluta garantía sanitaria no pueden competir en los mercados europeos. Solamente
los animales o sus productos procedentes de rebaños oficialmente libres de tuberculosis
(officially tuberculosis-free, OiT) pueden ser exportados.
Los animales son correctamente identificados de acuerdo a la Orden del 28 de Febrero
de 1986 y el Real Decreto 225/1994 por un sistema de crotal individual. La prueba de
diagnóstico oficial es la iniradennotuberculinización (orden 28 febrero 1986). La dosis de
tuberculina inyectada será de 2.000 U.C.T. como mínimo en cada caso, y el volumen de la
inyección no sobrepasará los 0,2 ml. La distribución de antígenos para el diagnóstico de esta
enfermedad se realiza con carácter gratuito por los Servicios Oficiales, estando prohibida su
comercialización y venta a particulares. A las 72 horas se procederá a la lectura de los
resultados de la prueba y al marcaje de los animales positivos en la oreja con un taladro en
forma de T. En el caso de aparición de animales que reaccionen positivamente se procederá,
de forma obligatoria, al sacrificio de los mismos y se indemnizará al ganadero de acuerdo con
los baremos oficialmente establecidos. Para ello en el momento del marcado se da al ganadero
la documentación necesaria (guía o conduce) para que puedan realizar su traslado al matadero.
El sacrificio de los animales no puede ser prorrogado en un plazo superior a 30 días de la
fecha indicada en la documentación sanitaria salvo casos excepcionales. Si algun animal fuese
objeto de decomiso total se procederá a la destrucción de la canal y sus anejos, y además de
la indemnización obtenida por el sacrificio obligatorio se abonará una subvención
complementada en función de los kilogramos de la canal. Existe una relación a nivel nacional
de todos los mataderos autorizados para realizar el sacrificio de animales positivos en las
Campañas de Saneamiento Ganadero.
La declaración oficial de cualquier foco de las enfermedades sometidas a las
Campañas de Saneamiento esta regulada por el reglamento de Epizootias en sus artículos 4
y 5, así como por el Real decreto 959/1986 del 25 de Abril, por el que se establece la lista
de enfermedades animales de declaración obligatoria y se da la normativa para su notificación.
Está prohibido todo tratamiento terapeútico frente a esta enfermedad y el tratamiento
lo’
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desensibilizante frente a la tuberculosis.
La reposición de animales en explotaciones que hayan sido objeto de sacrificio
obligatorio por la Campaña de Saneamiento sólo se realiza con animales que reúnan las
garantías sanitarias necesarias. La titulación sanitaria de las explotaciones como oficialmente
indemnes se otorgará según los requisitos exigidos por la normativa comunitaria 64/432/CEE
quedando prohibido el movimiento de animales de una explotación o zona a otra que no tenga
la misma calificación sanitaria.
La prevalencia de la infección en el ganado vacuno oscila entre el 0,2% en el noroeste
al 8,1% en el sur. En 1994, 14.189 establos (el 5,7% de los 249.815 investigados) en España
fueron positivos a la IDTB (Tabla 1.10). Se chequearon el 67% de los animales censados, y
el 1,6% de los animales sometidos a examen fué positivo (Tabla 1.11). Si se estudia la
evolución temporal de la infección (Tabla 1.12) destacan dos aspectos de interés: (1) la
disminución de la incidencia ha sido paulatina y progresiva en los últimos años y (2) ésta se
acerca a una situación asintótica. Como conclusión puede señalarse que la erradicación total
será muy lenta, con el consiguiente peligro de revertir a situaciones anteriores. Uno de los
problemas de las campañas de erradicación es la reaparición de la enfermedad en establos
supuestamente saneados. Las grandes lagunas que todavía existen en la epidemiología y en
la caracterización de los reservorios son en buena medida responsables de estos problemas
que se plantean en las campañas de saneamiento.
Tabla 1.10. Prevalencia de la tuberculosis en rebaños en España
(Situación de la Sanidad Animal cii España, Secretada General
de Producciones y Mercados Agrarios, S ubdireccidn General de
Sanidad Anima], M.A.P.A., 1994).
Año Establos investigados Establos libres (%)
1990 247.313 220.674 (89,2)
1991 261.050 236.962 (90,7)
1992 255.096 236.067 (92,5)
1993 248.875 234.169 (94,1)
1994 249.815 235.626 (94,3)
102
La tuberculosis en los aid¡najes
Tabla 1.11. Prevalencia de la tuberculosis en ganado vacuno en España. (Situación
de la Sanidad Animal en España, Secretaría General de Producciones y Mercados
Agrarios del M,A.P.A., 1994).
Año Animales censados
1990 5.126.006
1991 5.063.000
1992 5.122.000
1993 5.059.000
1994 5.217.000
Animales investigados
2.652.878
3.217.042
3.066.270
3.384.637
3.531.946
Animales positivos <%)
98.006 (3,7)
118.363 (3,68)
65.445 <2,13)
58.162 (1,72)
57.447 (1,62)
Tabla 1.12. Evolución de los porcentaje de animales positivos a la tuberculosis bovina
por Comunidades Autónomas (Situación de la Sanidad Animal en España, Subdireccién
General de Sanidad Animal, Dirección General de Sanidad de la Producción Agraria,
MAPA., 1994).
Comunidad
Autónoma
Andalucía
Aragón
Asturias
Baleares
Canarias
Cantabria
Castilla y León
Castilla La Mancha
Cataluña
Extremadura
Galicia
Madrid
Murcia
Navarra
País Vasco
La Rioja
Valencia
Porcentajes de animales
1990 1991
5-9,99 5-9,99
2-4,99 2-4,99
<0,99 <0,99
<0,99 <0,99
1-1,99 1-1.99
<0,99 <0,99
5-9,99 5-9,99
5-9,99 5-9,99
5-9,99 5-9,99
5-9,99 2-4,99
2-4,99 2-4,99
5-9,99 24,99
10-24,99 5-9,99
1-1,99 1-1,99
<0,99 <0,99
1-1,99 <0.99
5-9,99 5-9,99
positivos a la
1992
5-9,99
2-4,99
<0,99
<0,99
1-1,99
<0,99
2-4,99
2-4,99
1-1,99
5-9,99
1-1,99
2-4,99
24,99
<0,99
<0,99
<0,99
24,99
intradermotuberculinización
1993 1994
5-9.99 5-9,99
1-1,99 2-4,99
<0,99 <0,99
<0,99 <0,99
<0,99 <0,99
<0,99 <0,99
1-1,99 1-1,99
2-4,99 2-4,99
1-1,99 <0,99
2-4,99 2-4,99
<0,99 <0,99
24,99 1-199
2-4,99 2-4,99
<0,99 <0,99
<0,99 <0,99
<0,99 <0,99
24,99 10-24,99
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En el año 1995, los cálculos solamente de las indemnizaciones por sacriflc¡o
ascendieron a 3.694 millones de pesetas, sufragados en un 66,29% por el M.A.P.A. y en un
33,7 1% por las CC.AA. Esta cantidad supuso el 49,5% del total de las indemnizaciones por
sacrificio de las campañas de saneamiento de enfermedades infecciosas en España. Los gastos
de ejecución de la campaña de tuberculosis sumaron 1.478 millones de pesetas, repartidos
entre las CC.AA. (1.441 millones) y el M.A.P.A. (37 millones).
Tabla 1.13. Gastos de ejecución e indemnizaciones previstas para 1995.
Comunidad
autónoma
Andalucía
Aragón
Asturias
Baleares
Canarias
Cantabria
Castilla y León
Castilla La Mancha
Cataluña
Extremadura
Galicia
Madrid
Murcia
Navarra
País Vasco
La Rioja
Valencia
Total
Animales investigados Costes de las pruebas Indemnización prevista
345 000
54 000
383.061
13.084
19.000
321.000
800.000
108 .207
195.000
355.987
785.000
45.000
6.500
75.936
145.200
21.250
22.000
3.695.225
138.000.000
21.600.000
153.224.400
5.233 600
7.600.000
128.400.000
320.000.000
43 282 800
78.000.000
142.394.800
314.000.00<)
18.000.000
2.600.000
30.374.400
58.080.000
8.500.000
8.800.000
l.478.090.000
569.940.800
153.400.000
104.311.401
6 060 000
8000000
48.120.000
840.000.000
105.495.000
18 1.350.000
1.079.940.000
474.680.000
45.700.000
15.785.000
14.850.000
15.400,000
2.650.000
28.600.000
3.694.282.204
En 1996 se investigarán 3.703.619 animales, y se preveen de 44.008 a 44.162 animales
positivos (1,19% positividad). Las pruebas de los animales costarán 921.600.000 millones de
pesetas (el 29,25% del total de ejecución de las campañas), más 2.727.949.262 en
indemnizaciones (un 47% del total de indemnizaciones), con una financiación prevista del
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70,25% por parte del M.A.P.A. y el 29,75% de las CC.AA, con un posible reembolso por
parte del fondo veterinario de la Unión Europea del 50% (11.400 mega ECUS) sobre ambas
partidas.
7.1.2. Patogénesis de las lesiones en el ganado vacuno
a. Tuberculosis pulmonar
La tuberculosis pulmonar a menudo comienza en la unión bronquioloalveolar,
generalmente en la localización subpleural en las porciones dorsocaudal del lóbulo
diafragmático (Jubb et ál, 1980) y se extiende hacia los alveolos. Las lesiones tempranas son
pequeñas y no están encapsuladas, sino rodeadas por tejido alveolar condensado. Los focos
iniciales pueden coalescer y formar grandes áreas de bronconeumonía caseosa.
El aspecto de las lesiones pulmonares varía con su edad y velocidad de diseminación.
Las lesiones caseificadas pueden encapsularse y calcificarse, pero las cápsulas no son signos
evidentes de curación, ya que muchos comunican con un bronquiolo, permitiendo la
diseminación local (Jubb et ál, 1980>. Los focos iniciales pueden fusionarse entre sí y formar
grandes nódulos de bronconeumonía caseosa. Sin embargo, la extensión es principalmente
broncogénica, por contigúidad, y la velocidad difiere de un caso a otro.
Se denomina bronconeumonía acinosa caseosa si se encuentran pequeños focos de
caseificación en el interior de los lobulillos afectados; bronconeumonía lobulillar caseosa si
la totalidad del lobulillo está afectado; y neumonía caseosa crónica cuando hay grandes zonas
irregulares de caseificación. Estas tres formas de tuberculosis pulmonar pueden coexistir en
un mismo pulmón (Jubb et ál, 1980). Junto con la tuberculosis crónica es frecuente encontrar
úlceras en la tráquea y en los bronquios.
b. Tuberculosis intestinal
Las infecciones intestinales son poco corrientes y pueden estar debidas a la deglución
de esputos contaminados. Suelen tomar la forma de complejos incompletos, bien porque no
provoquen reacción en la pared intestinal o porque la lesión primaria sea muy pequeña. Las
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úlceras, de tamaño variable con bordes duros y algo elevados, aparecen cubiertas de un
exudado caseoso seco o por un tejido de granulación con hemorragias diminutas.
e. Tuberculosis generalizada
La diseminación puede ocurrir vía hematógena o linfática, alcanzando otros órganos
en los que produce metástasis, principalmente el hígado, los riñones, la ubre, las meninges
y las cavidades serosas. Puede tomar la forma de tuberculosis miliar aguda o de tuberculosis
crónica. El curso de la enfermedad tras una generalización masiva es corto, y el cuadro
patológico se denomina tuberculosis miliar (Jubb et ál, 1980). Las lesiones miliares del
pulmón son tubérculos típicos, pequeños, grisáceos y traslúcidos, que pronto se caseifican y
calcifican. Aparecen uniformemente diseminados por ambos pulmones.
La generalización de la infección (diseminación a otros órganos) puede sermuy precoz
en el curso de la enfermedad (generalización postprimaria) o tardia (generalización tardía),
cuando la resistencia primaria del hospedador ha sido superada. Esta puede ser repentina y
masiva si entran grandes cantidades de bacilos en la corriente sanguínea produciendo una
tuberculosis miliar, o más lenta, originando lesiones de mayor tamaño y diferentes edades
(Jubb et 41, 1980; Blood et tU, 1989).
d. Tuberculosis de las serosas
Una característica de la tuberculosis bovina es la tendencia a difundirse a las
membranas serosas por expansión directa o por extensión linfógena o hematógena. La pleura
aparece engrosada por un tejido fibroso de granulación. Las lesiones características son
nodulares y tienden a presentarse en acúmulos que se calcifican posteriormente
denominándose tuberculosis perlada (Jubb et ál, 1980). La pleuritis caseosa difusa, con
acúmulos de exudado caseoso entre las hojas engrosadas de la pleura, es menos comun
(Dungworth, 1985).
Las lesiones en el peritoneo son menos frecuentes que las de la pleura. Pueden ocurrir
en las tuberculosis congénitas a través de difusión linfógena a partir de los ganglios linfáticos
portales, de origen hematógeno en las generalizaciones postprimaria y tardía, o por extensión
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de una tuberculosis intestinal ulcerativa (Jubb eL ál, 1980). Las lesiones son similares a las
de la pleura, aunque más blandas y con abundante tejido de granulación en el que aparecen
incluidos los tubérculos.
e. Tuberculosis hepática y renal
Las lesiones hepáticas pueden ser nodulillos milares o lesiones nodulares. Los ganglios
portales aparecen afectados. Las lesiones renales se parecen a las hepáticas. Si la erosión
afecta a la pelvis renal la infección desciende por el tracto urinario. Con frecuencia también
aparecen afectados los ganglios linfáticos renales.
f. Tuberculosis ósea y del sistema nervioso
La tuberculosis ósea es una osteomielitis; se localiza principalmente en vértebras,
costillas y epífisis de los huesos largos. La caseificación es extensa, con tendencia a la
licuefacción y la formación de abscesos. Las lesiones licuadas terminan por fistulizar a través
de la cortical, erosionando los cartílagos articulares y produciendo artritis tuberculosa.
La tuberculosis del sistema nervioso central es una meningitis que afecta
principalmente a las meninges cerebrales por difusión hematógena. Las lesiones son similares
a las de las membranas serosas, pero más exudativas y necrosantes (Jubb et ál. 1980).
g. Tuberculosis mamaria
La infección de la ubre afecta a menos del 2% de los animales (Timonei et ál, 1988),
pero es importante dada su implicación en la Salud Pública ya que todos los casos de
tuberculosis mamaria son casos abiertos (Jubb et ál, 1980). La glándula mamaria se afecta
únicamente con caracter secundario a los pulmones. La infección es hematógena, con
posterior difusión canalicular. Puede oscilar de tuberculosis caseosa a miliar diseminada. La
tuberculosis crónica es la forma más común. La tuberculosis miliar diseminada se desarrolla
como parte de una generalización precoz, y es rara incluso en efectivos altamente infectados
(Jubb et Al, 1980). Las lesiones son similares a las de la tuberculosis miliar en cualquier otro
punto, con abundantes nódulos de aproximádamente 1 cm de diámetro.
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7.1.3. Localización de las lesiones
Los ganglios linfáticos bronquiales, mediastínicos (anterior y posterior), y
retrofaríngeos mediales son los órganos más habitualmente afectados. Las pequeñas lesiones
pulmonares no son fácilmente localizables (Jubb ~i.ál, 1980; Timonei et ál, ¡988). Otros
órganos que deben inspeccionarse en la necropsia incluyen: (1) en la cabeza, los ganglios
linfáticos mandibulares, parotídeos, retrofaríngeos laterales, y las tonsilas; (2) en el tórax, los
ganglios linfáticos traqueobronquiales (lateral y medial) además del pulmón; (3) en el
abdomen, el hígado y los ganglios linfáticos asociados, el bazo, los riñones y los ganglios
linfáticos mesentéricos; y (4) en la carcasa, los ganglios linfáticos preescapular, prefemoral,
superficial inguinal (supramamario), poplíteo, e iliacos interno y lateral (Comer et ál, 1990).
La media de lesiones en los animales naturalmente infectados oscila entre 1,3 y 2,
situándose la mayoría en la cavidad torácica (Mcllroy et ál, 1986; Crews, 199!). El 70 % de
las lesiones tienen menos de 1 centímetro de diámetro, y más del 60 % de los pulmones
presentan una única lesión (Mcllroy et ál, 1986).
Las lesiones son características, pero debe hacerse un cuidadoso diagnóstico diferencial
con las lesiones producidas por Actinobadillus, Rhodococcus equl y Mucor (Rogers et ál,
1980; Blood et Al, 1989; Duffield et al, 1989).
7.1.4. Sintomatología
La tuberculosis es una enfermedad progresiva, debilitante, con emaciación crónica,
fiebre irregular y ocasionalmente tos, que acaba con la vida del animal. Los signos clínicos
dependen de la localización de las lesiones.
La enfermedad pulmonar (bronconeumonía) está caracterizada por tos aislada, baja y
húmeda. En casos avanzados, cuando es mayor la destrucción del pulmón, se hace aparente
una disnea con respiración acelerada. Por auscultación y percusión pueden detectarse áreas
macizas sin sonidos de respiración (Blood et ál, 1989).
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La infartación de los ganglios linfáticos retrofaríngeos causa disfagia y respiración
ruidosa debida a la obstrucción de la faringe (Blood et Al, 1989).
La metritis tuberculosa interfiere con la gestación o produce continuos abortos (Blood
et Al, 1989). Un exudado viscoso separa la placenta del endometrio, con focos caseonecróticos
en los cotiledones (Jubb a Al, 1980). Si el ternero llega a nacer, muere por tuberculosis
generalizada, ya que la tuberculosis congénita de los terneros progresa rápidamente. El
complejo primario se encuentra en el hígado y en los ganglios linfáticos portales, existiendo
también lesiones en el pulmón y ganglios linfáticos regionales y en el bazo (Jubb et Al, 1980).
La mastitis tuberculosa se caracteriza por una hipertrofla con marcada induración que
se desarrolla especialmente en la parte superior de los cuarterones traseros, sin síntomas de
inflamación aguda. Las zonas afectadas aparecen abultadas e irregulares, con aspecto caseoso
seco. Los ganglios linfáticos supramamarios están infartados. En los estadios iniciales la leche
es macroscópicamente normal, aun conteniendo bacilos, pero postenormente aparecen flóculos
(coágulos de exudado caseoso) (Blood et Al, 1989) que sedimentan dejando un líquido seroso
ambar claro con un gran número de bacilos (Jubb et Al, 1980). Nocardia asteroides y
Cryptococcus neoformans pueden también producir mastitis granulomatosas bovinas.
7.1.5. Infección por otras micobacterias
La infección con M. avzum es generalmente subclínica. Si existen lesiones, suelen
localizarse en los ganglios linfáticos mesentéricos y retrofaríngeos. Estas lesiones son
pequeñas, y están encapsuladas y calcificadas. La difusión a otros órganos (serosas, ubre,
pulmón, higado, riñón y bazo) es rara. Histológicamente se observa la presencia de grandes
cantidades de células epitelioldes y bacilos pleomórficos acidoalcohol resistentes (Jubb et Al,
1980).
M. tuberculosis causa lesiones pequeñas y no progresivas en el ganado.
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7.1.6. D¡agnósdco 1» vivo de la tuberculosis
a. Test de la tuberculina
El test de la tuberculina ha sido utilizado para e] diagnóstico de la tuberculosis en el
ganado vacuno desde hace casi 10<) años. Esta prueba está basada en una respuesta de
hipersensibilidad retardada a la tuberculina a las 72 horas en el punto de inoculación. A pesar
de sus limitaciones ha sido utilizado como base de los programas de saneamiento, y su uso
ha hecho posible erradicar la enfermedad en varios países mediante pruebas periódicas y
eliminación rápida de los animales positivos.
Las determinaciones de la sensibilidad y la especificidad de esta prueba varían
ampliamente según los experimentos y países en los que se realizaron. Los experimentos para
establecer ambos parámetros son limitados, principalmente por la gran cantidad de recursos
humanos y económicos requeridos, ya que es necesario la necropsia y el examen histológico
y microbiológico de todos los animañes estudiados (Francis et ál, 1978). En la práctica
dependen de la prevalencia de la infección en la población sometida a la prueba, cuanto
mayor sea la prevalencia más probable es que un resultado positivo indique un animal
infectado; así, el valor predictivo es más alto en los micios de una campaña de erradicación,
y disminuye a lo largo del curso de ésta.
b. Tuberculinas
La tuberculina vieja de Koch (oid zuberculin, OT) estaba producida al reducir por
evaporación, a una décima parte, un caldo con glicerol en el que había crecido el bacilo. La
concentración por calor desnaturalizaba parcialmente las proteínas, haciéndola menos
específica (Francis et Al, 1973). Además era una mezcla compleja, con considerables
variaciones de un lote de fabricación a otro. Tras un estudio en 1.0<10 pacientes humanos
tuberculosos y 750 sanos se alcanzó la conclusión de que las reacciones obtenidas con dosis
superiores a la dilución de la OT 1/lo no eran específicas (D’Arcy Hart, 1932).
La producción de tuberculina por concentración de un medio sintético (hear
concentrated synthetic medium, HCSM> estaba producida de forma similar, pero el nitrógeno
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para el crecimiento de las micobacterias era exclusivamente aportado por la asparagina
(Dorset, 1934), por lo que toda la proteína presente en el producto fina] era de origen
bacteriano.
La producción de una tuberculina purificada se consiguió mediante precipitación de
ésta con ácido tricloroacético (trichloracetic acid precipitated tuberculin, TPT) (Seibert et ál.
1932; Oreen, 1946), o con sulfato amónico (Seibert, 1934; Long et ál, 1935) para obtener el
derivado de proteína purificada (punfied protein derivative, PPD). La PPD es más fácilmente
estandarizable, más potente por unidad de peso, y más específica que las anteriores (Francis
et ál, 1973).
Las dosis recomendadass para diagnóstico en seres humanos son 0,02 ~.ag(1 unidad
tuberculínica), 0,1 I.íg y 0,5 ~‘g(Long et ál, 1934; Palmer, 1953). Para su uso diagnóstico
veterinario en vacuno, las dosis recomendadas son 0,2 mg y 0,1 mg (0,1 ml de tuberculina
de 2 mg PPD bovina/ml o 1 mg PPD bovina/mí). La dosis de 0,2 mg detecta el 95% de los
animales infectados, con un 8 1-88.3% de especificidad; la dosis de 0,1 mg detecta el 80% de
los animales tuberculosos, con un 11% de falsas reacciones positivas (Lepper et ál, 1977;
Lepper et Al, 1979).
La actividad de la tuberculina varía de un lote a otro en condiciones difíciles de
controlar, y puede ser muy inestable cuando está diluida (Ortega et ál, 1980). En realidad son
mezclas complejas de proteínas, lípidos, hidratos de carbono y ácidos nucleicos, que incluyen
una gran variedad de antígenos, muchos de los cuales son comunes a diversas especies de
micobacterias (Monaghan et Al, 1994). Varios antígenos de M. bovis han sido caracterizados
(Fifis et ál, 1991), destacando entre ellos el MPB7O. La contribución de los distintos antígenos
en la respuesta del ganado a la tuberculina es prácticamente desconocida. La respuesta frente
a la proteína de la pared celular (cdl wall protein, CWP) y del complejo peptidoglicano
(CWP-PO) de M. bovis no permite la diferenciación de M. bovis y M. avium (Angus et áI,
1989).
Las tuberculinas PPD son las más ampliamente utilizadas en la actualidad, aunque la
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directiva de la Unión Europea 80/219/EEC admite también la tuberculina HCSM. La
tuberculina bovina es más específica que la humana (preparada con M. tuberculosis), origina
menos reacción frente a otras infecciones, especialmente las de tipo aviar (Francis et ál,
1973). La tuberculina bovina se produce con la cepas de M. bovis AN5 o Vallee, y la aviar
con M. aviurn D4ER o IBSÓ. El contenido en proteína de la tuberculina no permite predecir
su actividad biológica, por lo que cada lote de fabricación debe ser probado en animales y
comparando con unos estandares de referencia. Esta comparación, que idealmente debería
realizarse en ganado tuberculoso, se efectúa en cobayas. La validación de la potencia está
también regulada por la directiva 80/219/EEC.
c. Reacción a la tuberculina
La respuesta a la tuberculina en los animales infectados es una reacción de
hipersensibilidad retardada, mediadas por poblaciones de linfocitos T sensibilizados (Gorman
~ ál, 1989). La tracción alcanza su máximo a las 48-72 horas posrinoculación (Lepper et Al,
1977; Francis et Al, 1978). Estas reacciones tienen componentes específicos, dependientes de
la interacción entre células T CD4~ previamente sensibilizadas y antígenos presentados por
macrófagos en asociación con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
II, y componentes no específicos, desencadenados por la liberación de citoquinas por las
células T activadas responsables del daño tisular.
d. Pruebas tuberculínicas en uso
La prueba de la tuberculina simple
La prueba de la tuberculina simple (single intradermal ten, SIT) se realiza en la piel
del cuello en Europa y en el pliegue caudal, en EE.UU. Australia y Nueva Zelanda.
La realización de la prueba en el cuello está legislada en la directiva 80/219/ECC. La
inyección de 0,1 ml de tuberculina (equivalente a 2.000 unidades tuberculínicas comunitarias)
se realiza entre el tercio anterior y medio del cuello. La interpretación se basa en las
observaciones clínicas y en el incremento del grosor de la piel. Un incremento menor de 2
mm, sin signos clínicos locales (edema, exudación, dolor o necrosis) se considera negativo.
Un aumento entre 2 y 4 mm es dudoso. Una reacción se considera positiva si es mayor de
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4 mm o si existen signos clínicos. Los animales pueden ser sometidos a la prueba del SICYT
al menos 42 días más tarde (Monaghan et Al, 1994).
Para la prueba en el pliegue caudal se utiliza un punto a 7 cm de la base de la cola.
El ganado se considera negativo cuando no se detecta ninguna respuesta en el punto de
inoculación; la respuesta clasificada a un animal como sospechoso o reactor. Estos pueden
ser sacrificados, o sometidos al SICfl en menos de 10 días o 60 días más tarde de la primera
inoculación. La realización de SIC’IT en menos de diez días, conocido como intervalo cono.
tiene alta especificidad, pero una sensiblidad del 74% (Roswurm et Al, 1973). No está
aconsejado en áreas donde M. bovis es endémico ya que puede enmascarar animales que si
serían positivos al repetir la prueba a los sesenta días, y en los cuales se detectan lesiones de
tuberculosis en el examen postmorten (Hoyle, 1990; Monaghan et Al, 1994).
La sensibilidad de la prueba cervical con PPD bovina es el 91,2% y la especificidad
es el 75,5% (deJongh et Al, 1969; Lesslie et Al, 1975). La sensibilidad de la pueba en el
pliegue caudal con tuberculina HCSM es 87,9% y la especificidad 90,8% (Robertson, 1963;
deJongh et Al, 1969; Francis et Al, 1978); con PPD la sensibilidad es menor, 81,9%, y la
especificidad mayor, 96,3% (Lepper et Al, 1977; Francis et Al, 1978). Según otros estudios la
sensibilidad es bastante más reducida, solamente el 65,6% (Wood et Al, 1991). En general,
se considera que la sensibilidad de la tuberculina es mayor si la prueba se realiza en el cuello,
y que la especificidad es mayor en el pliegue caudal (Francis et Al, 1978).
Los animales clasificados como positivos con base en su respuesta frente a la
tuberculina pero sin lesiones visiblesque evidencien la infección se consideran como reactores
inespecíficos (no visible lesion, NVL). El hallazgo continuado de un porcentaje alto de
animales NVL en un detallado examen postmortem, disminuye el nivel de credibilidad en el
test y lleva a la interpretación más relajada de los resultados y a la desconfianza por parte de
los ganaderos en la erradicación de la infección. La tasa de animales NVL disminuye
utilizando protocolos de necropsia adecuados (Comer et Al, 1990).
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La prueba comparativa
La prueba intradérmica comparativa (single intradermal compararive tuberculin ten,
SIC~F) se utiliza en Irlanda y Reino Unido como prueba rutinaria para la detección de
animales infectados y en otros países para comprobar la situación de infección demostrada
por el SIT. Las tuberculinas bovina y aviar (2.000 unidades, comunitarias e internacionales,
respectivamente, en un volumen dc 0,1 mí) son inyectadas intradérmicamente en el cuello en
dos puntos separados 12,5 cm. La reacción es positiva si la respuesta a la PPD bovina es 4
mm mayor que la respuesta a la PPD aviar o si existen signos clínicos locales, es dudosa si
es entre 1 y 4 mm, y es negativa si es inferior. Los animales dudosos pueden ser sometidos
a una nueva prueba 42 días después.
La especificidad de esta prueba en poblaciones libres de tuberculosis es muy alta,
99%, (Leslie et Al, 1975; Duffield et Al, 1985), pero la sensibilidad varía dependiendo de los
estudios (Monaghan et Al, 1994) entre el 72% (Francis e Al, 1978), el 77% (dejongh et di,
1969) y el 95% (O’Reilly et Al, 1975).
e. Falsos positivos a la prueba de la tuberculina
Conforme progresa una campaña de erradicación y los niveles de prevalencia de M.
bovis decaen, aumenta la proporción de animales positivos a la prueba que no muestran
evidencia de lesiones de tuberculosis en el sacrificio, a pesar de la estandarización de la
tuberculina y de los protocolos de necropsia (Hagan, 1931; Robertson, 1963, Chávez, 1983).
El porcentaje de estos animales varía ampliamente, alcanzando el 26,4% (Suther et Al, 1974).
En los países de Europa continental es menor, en Reino Unido y Nueva Zelanda afecta entre
el 8 y el 12% de los animales positivos a la prueba (Leslie et Al, 1975).
Al principio, muchos de los reactores NVL aparecían en rebaños con solamente un
pequeño número de animales tuberculosos, es decir, la frecuencia de los animales NVL era
inversamente proporcional al número de animales infectados en la granja. Probablemente, las
posibles lesiones no se descubrieron en las autopsias de rutina (Hastings, 1933). Se les
consideró animales con tuberculosis incipiente, pero en este caso, el número de estos animales
debería también reducirse al progresar las campañas (Hagan, 1931; Lesslie, 1970).
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Actualmente, estos casos se atribuyen a sensibilizaciones no específicas, principalmente con
M. avium, M. paratuberculosis, tuberculosis cutánea (sUn tuberculosis) o exposición a
micobacterias ambientales y otros microorganismos relacionados (Hastings et ál, 1930;
Worthington, 1967; Pearson et Al, 1977; Comer et Al, 1978; Ketterer et Al, ¡981; Comer,
1981).
El ganado infectado con M. paratuberculosis, así como el vacunado, puede presentar
dificultades en la interpretación. La respuesta a la tuberculina aviar y a la paratuberculina
(johnina) es similar (Hagan eL al., 1929). Los animales expuestos al complelo M. aviurn-
intracellulare-scrofulaceum por contacto con cerdos o aves infectadas (Brown et Al, 1981),
tienen reacciones significativas a la tuberculina mamífera y aviar (Plum, 1931). Los
microoganismos pertenecientes a este complejo se aislan del 30% de los animales NVL
(Francis eL Al. 1978). El 60% de los animales inoculados con cepas de este complejo
(serotipos 6, 14 y 18), aisladas de lesiones típicas de tuberculosis en vacas, responden a la
PPD bovina, aunque ésta es menor que la respuesta a la PPD aviar en el test comparativo
(Ketterer et Al, 1981).
Los animales con tuberculosis cutánea, inflamaciones nodulares que siguen los vasos
linfáticos de las extremidades, de agente etiiológico desconocido, muestran una fuerte reacción
a la tuberculina de M. tuberculosis, pero menor a la bovina (Leslie et Al, 1975).
Las micobacterias consideradas atípicas se encuentran habitualmente en el suelo, el
agua, en los pastos y en el tracto digestivo de los herbívoros (Crawford, 1926; Comer et Al.
1977; Shield, 1983; Kazda et ál, 1988). Son aisladas también a partir de muestras animales:
de ganglios linfáticos del 58,6% de los animales reactores a la tuberculina, con o sin lesiones
visibles (Claxton et Al, 1979; Chávez et Al, 1981; Duffield et Al, 1985), y del 81,3 al 89,4%
de las heces (Sánchez et Al, 1980; Chávez et Al, 1981; González et Al, 1983). Las
micobacterias atípicas más frecuentemente aisladas son M. terrae, M. vaccae, M. smegmatis,
M. formirum, Al. gastri, M. aquae, M. flavescens y M. triviale.
Algunas especies (M. flavescens, KL simiae, M knnsasii, M. fortuitum, M. gordonae,
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M. xenopi) son capaces de sensibilizar al ganado frente a la tuberculina por inoculación de
estas saprofitas ácido-alcohol resistentes (Comer et Al, 1977; Comer et Al, 1979). La duración
de dicha sensiblización puede ser corta, entre 4 y 10 semanas, o alcanzar los 4 meses,
dependiendo de la inoculación (Comer, 1981). Al. cookii, aislada de un estanque en Nueva
Zelanda, es capaz de sensibilizar a cobayas y al ganado (Kazda et Al, 1988; Kazda et Al.,
1989; Monaghan et Al, 1991). La sensibilización del ganado a la tuberculina podría ocurrir
por ingestión de agua contaminada con estas micobacterias (Kazda et al. ¡988).
No existe correlación entre la presencia de lesiones macroscópicas, la sensibilidad a
la PPD bovina y el aislamiento de las micobacterias varias semanas después de la infección
(Comer et ál, 1978). Generalmente pueden ser diferenciados mediante conocimiento de la
historia previa de la explotación, realización de pruebas repetidas y el uso del test
comparativo (Edwards et Al, 1960; Leslie et Al, 1975; Kazda et ál, 1988). El 75% del ganado
infectado con micobacterias atípicas muestran reacciones frente a la PPD bovina a las 24
horas, el 50% a las 72 horas y la mayoría son negativas a las 96 horas (Lepper et ál, 1979).
Las reacciones frente a su antígeno homólogo (preparado con el microorganismo inoculado
al animal) son siempre más marcadas, mientras que las reacciones frente a antígenos
heterólogos tienden a ser menos marcadas, de tamaño más variable e inconstantes (Crawford,
1927). La tabla de los “factores de especificidad” (Green, 1946) relaciona las tuberculinas
PPD humana, bovina, BCO. de John, aviar y de M. phlei, denominando como factor de
especificidad las unidades de peso de un PPD heterólogo que desencadena una respuesta de
la misma intensidad que el PPD homólogo. Obtuvo reacciones cruzadas con los seis
preparados, pero estos factores oscilaron entre 1 (para grupos estrechamente relacionados)
hasta 100-150.
1’. Falsos negativos a la prueba de la tuberculina
Los dos principales factores que afectan a la coherencia de los resultados de la
investigación de animales sospechosos son las variaciones del propio método y las derivadas
del observador.
La capacidad de reacción a la tuberculina aparece de 30 a 50 días post infección
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(Francis, 1947). Los animales con enfermedad severa y generalizada pueden no reaccionar a
la prueba (Lepper et Al, 1977), esta condición se denomina anergia. Sin embargo, no existe
una relación obvia entre el grado de infección, o la actividad de las lesiones, y la falta de
respuesta a la PPD (Lepper et Al, 1977). En una población sometida a saneamiento regular
durante varios años, el número de animales anérgicos con tuberculosis generalizada debería
ser muy bajo (Neilí et Al, 1994). Además, un significativo número de animales en los estadios
iniciales de la infección no responden a la prueba de la tuberculina (Neilí er Al, 1994). Estos
animales plantean problemas en el desarrollo de las campañas de erradicación (Amistrong,
1981).
La utilización de tuberculina de baja potencia incrementa la tasa de falsos positivos.
En Europa los lotes pueden ser utilizados dos años, protegidos de la luz y conservados en
refrigeración. La reducción de las dosis reduce progresivamente el tamaño de la reacción.
La desensibilización (reducción de la capacidad de reacción de un animal tuberculoso
durante el período siguiente a la inyección de la tuberculina afecta a la mitad de los animales,
y aparece desde los 4 a 7 días hasta los 42 y 60 días, tras los cuales la reacción alcanza los
niveles previos (Radunz et Al, 1985).
La inmunosupresión durante el postparto en algunos animales dura aproximadamente
entre cuatro y seis semanas (Kerr et Al, 1946; Kehrli et Al, 1989). En seres humanos y
animales de laboratorio se ha detectado ausencia de respuesta también en estados de
malnutrición (Harland et Al, 1965; Belí et Al. 1986; McMurray et Al, 1989).
La falta de respuesta también puede deberse al tratamiento fraudulento de los animales
con dexametasona, en un intento de ocultar ganado reactor (Monaghan et Al, 1994).
g. La deteccion de interferón gamma
Los primeros estudios para el desarrollo de métodos para evaluar iii viti-o la reacción
de las células T de ganado infectado con KL bovis se centraron el test de la transformación
de linfocitos (lymphocy:e transformation rest, L’fl’) (Outterridge et Al, 1973; Thoen et ál.
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1980). Existe una correlación entre la respuesta de los linfocitos iii viti-o y Ja reacción a la
tuberculina (Miller et Al, 1973; Nilsson et Al, 1973). pero este test es capaz de detectar el
ganado infectado antes de que se desarrolle la hipersensiblidad de tipo retardado (Muscoplat
et Al, 1975). El Lii’ detectaba respuestas específicas a la PPD, pero presentaba varias
dificultades para su aplicación en el diagnóstico. La necesidad inicial de aislar y cultivar los
linfocitos fue eliminada con la utilización de sangre completa diluida en medio de cultivo
tisular (Muscoplat et Al, 1977).
La proliferación de los linfocitos, originalmente puesta de manifiesto mediante la
utilización de nucícósidos radiactivos, fue sustituida por la detección de gamma-interferón
(IFN-y~. Los animales infectados con M. bovis tienen linfocitos circulantes sensibilizados
frente a los antígenos de las micobacterias. Los linfocitos CD4~ y CD8~ responden a la
estimulación in viti-o con PPD bovino, secirtando IFN-y. La producción de esta citoquina está
estrechamente relacionada con la proliferación linfocitaria (d’Andrea et Al, 1986). En el 99,5%
de los animales normales los niveles de 1FN~’ en la sangre son indetectables (Jones et ál,
1992).
La presencia de lEN--y se detectó inicialmente mediante un bioensayo (Wood el dI,
1990a). Posteriormente, la producción de anticuerpos monoclonales (IFN-2 e IFN-9, ambos
del tipo IgO,) frente a IFN-y (Wood et Al, 1990) permitieron desarrollar una prueba
inmunoenzimática que fue evaluada en un grupo de animales infectados experimentalmente
(Rothel et dI, 1990). Para evitar el problema de las reacciones cruzadas se utiliza un ensayo
comparativo en el que pequeños volúmenes de sangre completa heparinizada (1,5 mí) se
incuban con tampón fosfato, y PPD bovino y aviar (20 ng/ml) durante 16-24 horas. El nivel
de IFN-’y se detecta al someter los plasmas (separados por centrifugación) al EIA. Se
considera positivo cuando la absorbancia de la muestra estimulada con PPD bovino es mayor
que las absorbancia de las otras dos muestras. El BIA es de tipo sandwich, y está producido
comercialmente por CSL Limited (Parkville, Australia). Detecta 50-80 pg/ml de IFNI
biológicamente activo, de origen bovino, ovino o caprino (Rothel et Al, 1990; Jones et Al,
1992).
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En pruebas de campo, y dependiendo del criterio de positividad seleccionado (Wood
et ál. 1991), la sensibilidad del IFN-y para la detección de la tuberculosis bovina osciló entre
el 81,2 y el 93,6%, comparada con el 65,6% del test de la tuberculina. La especificidad del
IFN-y fue 96,2-99,1%, cercana al 98,8% de la tuberculina (Wood et Al., 1991; Wood et Al,
1992). El 26,4% de los animales infectados (de cuyas muestras se aisló M. bovis) solamente
pudieron ser detectados por el test de IFN-y. La anergia al test de la tuberculina no estaba
asociada a una enfermedad generalizada, sino probablemente al estres por las condiciones de
manejo (Wood et Al, 1991). El método del lEN-y’ permite la detección de animales infectados,
algunos eliminando bacilos en las secreciones respiratorias, pero tuberculina negativos (Neilí
et Al, 1994).
Una ventaja del test del lEN-y es que los animales pueden ser sometidos a las pruebas
repetidamente (Wood et ál, 1994). En los animales infectados con M. bovis la prueba de la
tuberculina afecta al resultado del test de lEN-y, observándose una disminución en la
liberación dc esta citoquina durante 7 días, y después una intensificación gradual que dura
aproximadamente dos meses (Rothel et Al, 1992).
La utilización de antígenos específicos, junto con el EIA, permite detectar la
inmunidad mediada por células (ceil mediated inmuniry, CMI) para el diagnóstico de otras
infecciones, por ejemplo, de la paratuberculosis (Bilíman-Jacobe et dI, 1991). La medida del
lEN-y liberado por cultivos in vitro ha sido también utilizado para la valoración de la
respuesta inmunológica frente a vacunas y adyuvantes (Emery et dí, 1990).
El test del IFN-y está aceptado como prueba diagnóstica de la tuberculosis bovina en
Australia, y se encuentra en fase de comprobación en EE.UU., Nueva Zelanda e Irlanda
(Wood et Al, 1994). El coste unitario es mayor que el de la tuberculina, pero debido a su
mayor sensibilidad su aplicación es altamente recomendable en rebaños problemáticos.
Ii. Pruebas serológicas
La respuesta de anticuerpos en las infecciones por micobacterias es baja y no tiene un
papel protector significativo (Orange, 1984; Krambovitis, 1987>. Está relacionada con el grado
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de multiplicación y carga antigénica de los individuos (Brooks eL di, 1988; de Lisie eL ál,
1980), estando presente en aproximadamente el 75% de los animales con tuberculosis activa,
pero ausente en ganado infectado sin sintomatología (Ritacco et di, 199<>). En algunos casos,
en estadios muy avanzados de la enfermedad, la respuesta humoral es elevada (Orange, 1984;
Plackett et Al, 1989). Por lo tanto, un test serológico asociado a un test basado en la respuesta
de base celular proporcionaría el mayor número de animales correctamente diagnosticados.
Su utilización está recomendada para la detección de animales anérgicos al test de la
tuberculina, como prueba complementada (Plackett et Al, 1989).
Los primeros ensayos serológicos, como la fluorescencia indirecta, la aglutinación y
la fijación de complemento, utilizando preparaciones de antígenos sin purificar, demostraron
una amplia reactividad cruzada con suero de animales no infectados o infectados con otras
micobacterias. Además de baja especificdad, estos tests tenían baja sensibilidad (Vardaman
et Al, 1964; Yugi eL A], 1972; Lepper eL Al, 1975>.
Los primeras pruebas de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) para la
detección de ¡a tuberculosis bovina utilizaron PPD (derivado de proteína purificada) como
antígeno (Thoen et ál, 1983), con una sensibilidad del 73,6% (Ritacco et Al, 199(1). La
especificidad de la prueba es menor si se emplean como antígeno preparaciones de M. bovis
sonicadas, 52,6% en rebaños libres de tuberculosis y nunca sometidos a la intradermoreacción
(Auer, 87; Auer et Al, 1988), probablemente por la presencia de proteínas de choque térmico
(Fifis et Al, 1991). Animales experimentalmente infectados con diferentes serovariedades de
MAIS y con M. flavescens producen anticuerpos frente a este tipo de antígeno (Auer et Al,
1988). La sensibilidad es también insuficiente, detectando el 88,7% de los animales
tuberculina positivos y el 63% de los animales infectados en los que nunca se ha realizado
la prueba de la tuberculina (Auer, 87).
Utilizando como antígeno preparaciones sonicadas de M. bovis y MAIS pueden
detectarse el 71.3% de los animales infectados, pero solamente el 15,3% presenta una
respuesta específica frente a M. bovis (Dowling et di, 1991). El alto porcentaje de respuestas
no especificas representa una mayor exposición a otras micobacterias ambientales, o que la
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respuesta inmunológica del ganado se centra más en antígenos comunes que en antígenos
específicos (Dowling eL Al, 1991). El ganado con tuberculosis cutánea, M. paratuberculosis,
Rhodococcus equi y Nocardia asteroides tiene anticuerpos frente a filtrado de cultivo
(Plackett et ál, 1989).
Las pruebas de ELISA que detectan anticuerpos frente a fosfátidos son más sensibles
que las dirigidas a los componentes de la PPD, existiendo una correlación directa en animales
experimentalmente infectados, aparición de los signos clínicos y la detección de la respuesta
humoral (Hanna et ál, 1989).
La inoculación de tuberculina produce un incremento en la respuesta humoral en los
animales infectados que previamente no tenían niveles detectables de anticuerpos frente a
antígeno crudo, PPD o MPB7O (Richards eL Al, 1966; Yugi et Al, 1972; Ritacco et ál, 1987;
Harboe et Al, 1990; Dowling et Al, 1991; Hanna et Al, 1992); aunque no induce un aumento
significativo en los animales no infectados (Harboe et Al, 1990), o afecta solamente a 2 de
cada 10 (Ritacco et Al, 1990). Al ser esta estimulación principalmente frente a antígenos
comunes puede afectar negativamente a la especificidad si se utiliza antígeno crudo o PPI)
para la prueba serológica (Dowling et Al., 1991).
Debido a las numerosas reacciones cruzadas entre las especies del género (Daniel et
ál, 1978), la investigación se centró en la búsqueda de antígenos específicos (Nagai et Al,
1981; Harboe et Al, 1984; Fifis et Al, 1991). La aplicación de la proteína MPB7O, específica
de M. bovis, incrementa la especificidad, pero la sensibilidad de la prueba es insuficiente
(Fifis et Al, 1989; Harboe et Al, 1990). Sin embargo, ni la MPB7O ni la MPB64 son
enteramente específicas de M. bovis, por lo que continúan existiendo falsas reacciones
positivas con sueros de animales no infectados (Fifis et al, 1992; Wood et Al, 1992). Los
animales con tuberculosis cutánea (skin tuberculosis) tienen títulos frente a la MPB’70 muy
altos (Wood et Al, 1994).
La elaboración de anticuerpos frente a la MPB7O es baja, aunque la respuesta varía
considerablemente entre individuos (Wood et Al, 1994). La prueba de la tuberculina induce
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un fuerte efecto anamnésico en los animales infectados con lvi. bovis (Wood et ál, 1994). La
sensibilidad de este ELISA es 49,5 y 12,5-18,1% (con y sin efecto anamnésico
respectivamente); la especificidad es 96.4-98,2% ~jWoodet Al, 1992; Wood et ál, 1994). La
mayoría de los animales con respuesta positiva en este test fueron negativos en las pruebas
del lEN-y y de la tuberculina (Wood et ál, 1992>.
Las evidentes baja sensibilidad y especificidad incapacitan estos tesis como alternativa
rutinaria a la tuberculina, pero pueden detectar una proporción (aunque no todos> de los
animales anérgicos, pero a costa de incrementar a la vez los falsos positivos (Plackett et ál,
1989).
7.1.7. Control de la infección
La detección de los animales infectados depende de la utilización de Ja prueba de la
tuberculina. La sensibilidad de la tuberculina, aproximadamente el 80%, significa que en un
rebaño infectado son necesarios al menos 10 ciclos de diagnóstico para eliminar esta infección
(Ralph, 1989). Si en un primer test la prevalencia es alta, o si en la necropsia de los animales
sacrificados se encuentran lesiones consideradas abiertas, debe repetirse la prueba en conos
intervalos de tiempo para que la velocidad de diseminación de la infección no supere la tasa
de saneamiento. En los rebaños negativos en dos pruebas consecutivas pueden realizarse el
test anualmente (Bíood et ál, 1989). Los animales sospechosos deben permanecer aislados del
resto de rebaño. Debe controlarse cuidadosamente el origen de los animales de reposición, así
como otras especies animales de la granja y los cuidadores.
En la erradicación de la tuberculosis intervienen una serie de factores: (1) incidencia
de la enfermedad, (2) capacidad económica del país para soportar las pérdidas producidas por
un programa de erradicación, (3) sistemas de manejo de los animales, y (4) actitud de la
comunidad ganadera (Blood et ál, 1989).
Si la incidencia media de la infección no es muy alta puede llevarse a cabo su
erradicación sometiendo de forma obligatoria a todos los animales a la prueba de la
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tuberculina, y sacrificando en un breve periodo de tiempo a los positivos. Los servicios de
inspección cárnica ofrecen un punto de vigilancia necesario en los estadios tinales de un
programa de erradicación para detectar y “seguir la pista” a los rebaños infectados.
Cuando la incidencia de la infección es elevada, o si intervienen de forma desfavorable
otros factores logísticos o socioeconómicos, un rutinario programa de erradicación basado en
el sacrificio de los animales reactores es inviable. En estos casos, el objetivo principal es el
establecimiento de medidas que eviten la transmisión de la infección (Dabom et Al, 1993).
a. Vacunación con M. bovis BCG
Los resultados de las pruebas llevadas a cabo en una serie de países del uso extensivo
de la vacuna en seres humanos son complejos y contradictorios, oscilando la eficacia
protectora (porcentaje de reducción de la tuberculosis clínica atribuible a la vacunación) entre
el O y el 80%. La vacuna es relativamente efectiva en la prevención de las formas más graves
de la enfermedad en la edad infantil, pero su impacto en la reducción de la epidemia general
de la infección es mínima (WHO, 1995). Aproximadamente el 80% de los niños han sido
vacunados con BCO durante el Programa de Inmunización de la Organización Mundial de la
Salud (WHO. 1995). Los fallos de la vacuna se han atribuido a diferencias en las propiedades
inmunogénicas de las diferentes cepas de KL bovis BCO, la variación geográfica,
características genéticas de las poblaciones, calidad de la nutrición, otras infecciones
concurrentes, y nivel de exposición a distintas cepas locales de M. tuberculosis y a otras
micobacterias atípicas (Orange, 1986; Springett et Al, 1994).
Una revisión de los informes publicados sobre la eficacia de la BCO (Colditz et Al,
1994) dedujo que: (1) la vacunación con BCO reduce el riesgo de tuberculosis en un 50%,
(2) la protección es principalmente frente a las formas mas severas de la infección
(meningitis, enfermedad diseminada y muerte), pero también protege frente a la tuberculosis
pulmonar, (3) la edad de vacunación no está relacionada con la eficacia de la BCO. (4) la
eficacia de la vacunación con BCO es mayor cuanto más alejado del ecuador, y (5) las
diferentes cepas de BCO no están consistentemente asociadas con resultados favorables o
desfavorables. Los principales inconvenientes de esta vacuna son la impredecible efectividad
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para la mayor parte de la población mundial; que generalmente induce sensibilidad a la
tuberculina, reduciendo la utilidad de la prueba como diagnóstico (Anon, 198<)); y el riesgo
de reactivación de tuberculosis (Springett et Al, 1994).
Varios informes sugieren que la vacunación con Al. bovis BCO confiere un cierto
grado de inmunidad al ganado. En unos experimentos realizados en Reino Unido en ¡os años
40 y 50, el examen postmoreen de los animales demostró lesiones tuberculosas en el 30% de
los animales vacunados, yen el 50% de los no vacunados (Zuckennan, 1980). En las pruebas
desarrolladas en Malawi, el ganado vacunado fue mis resistente al desarrollo de lesiones que
los controles no vacunados, decomisándose el 16,1% y 54,8% de las canales respectivamente
(Elwood et Al, 1972; Waddington et Al, 1972). Sin embargo, en las posteriores pruebas de
campo para determinar la capacidad de la BCG para reducir la incidencia y diseminación de
la infección en el mismo país, no se obtuvieron diferencias en la necropsia y en el examen
bacteriológico entre los grupos de animales vacunados y control, no deteciándose diferencias
ni en la tasa de infección ni en la progresión de las lesiones (Berggren. 1981). La cepa
utilizada en Malawi fue la Glaxo, una cepa no productora de MPB7O, que podría ser
importante en la inducción de inmunidad protectora en el ganado (Foster, 1992).
La vacunación del ganado con BCG no se utiliza no sólo por su bajo efecto protector,
sino porque induce la respuesta a la tuberculinización, interfiriendo con los esquemas de
erradicación. La reacción máxima se alcanza a las 5 semanas postvacunación, y puede
persistir más de 2 años (Moodi, 1977). Además de los inconvenientes inherentes a la
administración de la vacuna, una de las condiciones más importantes es la aplicación
únicamente en animales libres de la infección (WHO, 1959). Aunque no existe evidencia de
que la vacunación de animales infectados exacerbe la enfermedad o induzca la excreción de
Al. bovis (Newell et Al, 1995), es un riesgo para la Salud Pública el mantenimiento de estos
animales (Lesslie, 1965). Sin embargo, podría ser de utilidad en países tropicales para
controlar, ya que es imposible erradicar, la tuberculosis (Daborn et Al, 1993). Ante la
imposibilidad de llevar a cabo la erradicación basada en el sacrificio de los animales
infectados, puede ser aplicada en ganado vacuno, caprino, búfalos y camellos en circustancias
en las que exista un riesgo para la población humana, y en animales salvajes que actuando
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como reservorios de la infección, planteen una amenaza para el ganado (WHO/FAO/OIE,
1994).
71. TUBERCULOSIS EN LA CABRA Y EN LA OVEJA
Las cabras y las ovejas son susceptibles a M. bovis y resistentes a la enfermedad
progresiva por M. tuberculosis. La principal vía de infección es la respiratoria, y las lesiones
se encuentran con más frecuencia en el tórax. La bronconeumonía se manifiesta con
alteraciones en la respiración y tos, junto con pérdida generalizada de peso y descenso en la
producción lechera. La patogenia y las lesiones son similares a las del ganado vacuno (Jubb
et Al, 1980; Biberstein et Al, 1990), pudiendo también padecer las diferentes fases de complejo
primario, generalización precoz, tuberculosis orgánica crónica y generalización tardía (Bernabé
et Al, 1990). En algunos casos existe incremento de tamaño de los ganglios linfáticos del
tracto digestivo (Blood el Al, 1989). Las infecciones con M. bovis y Al. paratuberculosis
pueden solaparse (Bernabé et Al, 1991).
En países desarrollados, con programas de erradicación de la tuberculosis bovina
avanzados, se vigíla la infección de KL bovis en cabras, ya que éstas son capaces de reinfectar
al ganado (Acha et Al, 1987). Las cabras lecheras también pueden padecer mastitis tuberculosa
(Soliman et Al, 1953), por lo que su leche constituye un peligro para el consumidor.
Las diferencias de comportamiento del ganado ovino, mucho menos curioso que el
vacuno, limitan su exposición a fuentes de contagio. Ocasionalmente se han encontrado
prevalencias del 18% en rebaños de Nueva Zelanda (Davidson et di, 1981). La distribución
de las lesiones sugirió la infección por ingestión e inhalación. La apariencia microscópica es
la de un granuloma típico con centro caseoso, pero la apariencia macroscópica es la de un
absceso con cápsula fina y abundante pus mucoso muy viscoso (Cordes et Al, 1981).
La infección con M. avium-intracellulare es rara en cabras y ovejas. Puede originar
lesiones en el tracto intestinal y en los ganglios linfáticos mesentéricos, produciendo anorexia
y diarrea crónica (Anderson et Al, 1993).
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7.3. TUBERCULOSIS EN EL CERDO
El cerdo es susceptible a la infección por M. bovís, M. tuberculosis y M. avium-
mnírocellulare. Aunque en el pasado la infección con M. bovis era más común, se considera
que M. avium-intracellulare es responsable de la mayoría de las lesiones tuberculosas
(Feidman et di, 1940; Lesslie et Al, 1968), aunque la prevalencia de ambas infecciones varía
ampliamente según los estudios realizados en diferentes países y años; entre el II y el 94 %
de los aislamientos son M. avium, y entre el 4 y el 34% son Al. bovis (Elian et Al, 1953;
Lafont et Al, 1966; Lesslie et ál, 1968; Kleeberg et Al, 1969). En un estudio realizado en
Nueva Zelanda entre 1987 y 1993, el 91% estaba producido por Al. aviwn.-intraceilulare y
el 8,9% por M. bovis (LisIe, 1994).
El nivel de infección por M. bovis en los cerdos es un reflejo de la prevalencia en el
ganado, por lo que los programas de erradicación de la tuberculosis bovina reducen la tasa
de infección en el ganado porcino (Acha et Al, 1987). La principal ruta de infección es vía
oral, debido al consumo de leche y restos de cocina y matadero inadecuadamente tratados
(McLaughlin, 1989; de Lisle, 1994). Las lesiones se localizan en los ganglios linfáticos
submandibular, faríngeo y mesentéricos (Gardner et ál, 1989; Lisle, 1994). La tuberculosis
generalizada suele estar producida por M. bovis, pero también se han encontrado casos de
enfermedad progresiva debida a M avium (Lesslie et ál, 1968).
M. bovis produce tubérculos caseocalcificados rodeados de una cápsula fibrosa,
similares a los del ganado vacuno. La tuberculosis pulmonar es de origen hematógeno y suele
ser miliar. En algunos casos, la confluencia de numerosos tubérculos asemeja el aspecto de
una bronconeumonía caseosa. Hígado, bazo, meninges, esqueleto, piel y ojos pueden verse
también afectados (Jubb et Al, 1980). Los casos generalizados asemejan a los vistos en el
vacuno, pero las articulaciones y las serosas están afectadas más frecuentemente (Blood et Al,
1989).
La transmisión de M. bovis entre cerdos, y entre cerdos y otros animales, no se
considera significativamente importante desde un punto de vista epidemiológico, ya que
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normalmente son sacrificados muy jóvenes (O’Reilly et Al, 1995).
7.3.1. Infección por M. tuberculosis y el complejo M. avium-intracellulare
La infección porM. tuberculosis producegeneralmente lesiones pequeñas y localizadas
en los ganglios linfáticos de entrada, en áreas con alta incidencia de tuberculosis en humanos
(Kleeberg et Al, 1969). Fue excepcionalmente elevada en Sudáfrica (5,8%) y Egipto (60%)
(Elian et ál, 1953; Kleeberg et ál, 1969).
La tuberculosis por microorganismos del complejo MAIS puede estar producida por
las serovariedades 1, 2, 4, 6, 8, 9 y 10 (Oardner et Al, 1989; LisIe, 1994). Inicialmente los
serotipos 1 y 2 producían el 75% de la tuberculosis aviar porcina (Thoen et Al, 1975).
Posteriormente se han encontrado altos niveles de infección con los serotipos 4 y 8 (Pritchard
a Al, 1977; Hird et Al, 1983). La infección por M. avium está relacionada con la prevalencia
de esta enfermedad en las aves (Feldman eL Al, 1940), así como con la exposición continuada
a una fuente ambiental de contaminación, suelo, serrín o agua (Oardner et Al, 1989), ya que
estos microoganismos son muy resistentes a las condiciones ambientales. M. avium origina
lesiones de naturaleza proliferativa, con tejido de granulación (Jubb et Al, 1980). No se ha
detectado evidencia de transmisión entre animales, aunque los microorganismos pueden
eliminarse en heces (Gardner et Al, 1989).
La localización de las lesiones producidas por las distintas especies de micobacterias
son idénticas, y éstas no pueden ser diferenciadas ni macroscópica ni histológicamente, siendo
necesario el cultivo de tas lesiones y la identificación de las colonias (Kleeberg et al., 1969;
de LisIe, 1994). Aproximadamente la mitad de las lesiones tuberculosas están en realidad
producidas por otras bacterias, especialmente Rhodococcus (Corynebaczerium) equl (Feldman
et Al, 1940; Lesslie et Al, 1968; Barton et di, 1980).
La prueba de la tuberculinización intradérmica puede utilizarse para el diagnóstico
antemorten. La base de la oreja es el mejor punto para su realización. La utilización de la
prueba comparativa con tuberculinas bovina y aviar es necesaria (de Lisle, 1994).
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7.4. TUBERCULOSIS EN CABALLOS, ASNOS Y MULAS
Los équidos son susceptibles a la infección por Al. bovis y M. tuberculosis
(Stableforth, 1929; Kesten, 1949; Francis, 1958). En una revisión de la literatura, el 92% de
los casos estaba producido por M. bovis, el 6,7% por M. avium y el 1,3% por M. tuberculosis
(Lovelí et Al, 1941). Una de las características más sobresalientes de la tuberculosis en el
caballo es la frecuencia con la que las lesiones, excepto la tuberculosis miliar, tienen aspecto
lardáceo gris uniforme y apariencia de sarcomas (Francis, 1958; Jubb et Al, 1980; Blood eL
Al, 1989). Histológicamente, la lesión consta de mononucleares, células epitelioides y células
gigantes, sin una zona periférica de linfocitos (Jubb et Al, 1980). Al progresar la lesión
aumenta la cantidad de tejido conectivo fibroso en el que aparecen dispersos unos cuantos
tubérculos mal definidos. El complejo primario suele ser incompleto, con grandes lesiones en
los ganglios linfáticos mesentéricos o retrofaríngeos, pero sin un foco inicial manifiesto. En
algunos casos existen úlceras en el intestino, más frecuentemente en e] grueso. Las vértebras
cervicales pueden estar afectadas produciendo una osteomielitis dolorosa y rigidez (Blood et
Al, 1989). Se han descrito lesiones en pulmones, bazo, serosas, mamas y piel debidas a una
generalización. La tuberculosis pulmonar es generalmente miliar, y la hepática y esplénica son
nodulares (Jubb a Al, 1980). Esta infección carece de significado epidemiológico (Francis,
1958).
7.5. TUBERCULOSIS EN PERROS Y GATOS
Desde la primera descripción de infección natural por micobacterias en perros (Blaine,
1913) se han descrito numerosas especies de bacterias del género Mycobacterium como
productoras de enfermedad en perros y gatos (Tabla 1.14). M. tuberculosis y M. br>vis, agentes
etiológicos de la tuberculosis en estos animales, son los más importantes tanto por su
repercusión en la salud humana como por la gravedad del cuadro que originan.
Existe además un nutrido grupo de micobacterias atípicas que pueden comportarse
como patógenas oportunistas que pueden ser adquiridas por la exposición a suelos, agua o
tejidos de animales infectados, adquiridos vía percutánea, respiratoria o digestiva. La mayoría
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de estas bacterias son débilmente patógenas y su localización en tejidos internos implica un
deterioro del sistema inmune. Producen generalmente granulomas cutáneos o subcutáneos,
involucrando a veces a los ganglios linfáticos regionales (Parodi et Al, 1965). Las lesiones son
macroscópica e histológicamente idénticas a las producidas por los organismos del complejo
M. tuberculosis. Los animales pueden desarrollar reacciones positivas a la prueba de la
tuberculina o a la BCO (Oreene, 1984). El número de informes sobre infecciones por
micobacterias atípicas se ha incrementado en los últimos años.
Tabla 1.14. Especies del género Mycobacterium que pueden encontrarse como productoras de enfermedad en
penos y gatos.
Especie Hospedador natural Enfermedad
M. tuberculosis perro y gato tuberculosis
M. hovis peno y gato tuberculosis
M. lepraenluTium gato lepra felina
M. avium-intracellulare peno y gato micobacteriosis diseminada
micobacíeriosis cutánea
M. xenop¡ gato micobacteriosis cutánea
M. chelonei peno micobacteriosis cutánea
M. fortuitum peno y gato micobacteriosis cutánea
M. phlei gato micobacteriosis cutánea
M. srnegmnatis gato micobacteriosis cutánea
M. (hennoresistibile gato micobacteriosis cutánea
7.5.1. Epizootiología
La tuberculosis canina y felina puede ser considerada una antropozoonosis, ya que la
dirección de la transmisión conocida es del hombre al animal; éstos pueden infectarse al vivir
en íntima asociación con seres humanos que padezcan esta enfermedad (Snider. 1971).
Aunque no se ha demostrado la diseminación de la enfermedad del animal al hombre (Oreene,
1984) no cabe duda que, dependiendo de la localización de la infección en el sistema
respiratorio, en el tracto gastrointestinal o en el renal, los animales pueden descargar bacilos
en el esputo y aerosoles, o eliminar bacilos en las heces o en la orina, al igual que lo hacen
129
Jziir<>dlucciú,,
tas personas infectadas (Greene, 1984).
La tuberculosis en los pequeños animales es a menudo un marcador precoz de la
enfermedad en las personas (Jarret et ál, 1957; Bornet, 1982) por lo que es esencial un
diagnóstico precoz que permita trazar el origen de la infección y contribuir a la erradicación
de la enfermedad (Clercx et Al, 1992). Aunque M. tuberculosis y Al. bovis son las
micobacterias más patógenas, existen otras micobacterias asociadas a enfermedades, por lo
que es necesaria la determinación rápida de la etiología específica de las lesiones nódulares
inflamatorias crónicas que contengan bacilos ácido-alcohol resistentes en éstos animales
(Clercx et Al, 1992). En un estudio realizado en Glasgow en 1957, se observó que el 35% de
las personas en contacto con perros tuberculosos tenían tuberculosis, en algunas no
diagnosticada previamente, y un 10% de animales aparentemente sanos, pertenecientes a
personas con esputo positivo fueron también cultivo positivo (Hawthorne et Al, 1957). En otro
estudio similar, de 8 perros tuberculosos, 7 vivían o estaban en relación con personas que
habían padecido la enfermedad (Lb et Al, 1980).
Perros y gatos pueden ser reservorios y diseminadores potenciales de la tuberculosis
bovina, pudiendo estar involucrados en el mantenimiento de esta infección en las granjas, ya
que los animales infectados subclínicamente permanecen en éstas después de la detección y
posterior eliminación del ganado reactor (Snider et Al, 1970).
La tuberculosis es una enfemedad de curso generalmente crónico, diagnosticada con
escasa frecuencia en el perro y en el gato. Su incidencia global en animales necropsiados
varía según los distintos estudios; 4,5% (Hawthome et Al, 1957), 0,3% (Caniatti et Al, 1987)
y 0,05% (Liu et Al, 1980> de necropsias caninas; y en el 2,3% de las felinas (Caniatti et Al,
1987).
El perro es igualmente sensible a M. tuberculosis y a M. bovis; sin embargo,
aproximadamente el 75% de los casos de tuberculosis en el perro están producidos por M.
tuberculosis, siendo atribuido este mayor porcentaje a la exposición a personas portadoras
(Goret a Al, 1971; Snider et Al, 1975). Según las investigaciones de otros autores, el 65,7%
130
La tuberculosk cii los amuí,,aleg
de las tuberculosis caninas son debidas a M. tuberculosis y el 34% a M. bovis (Séculi et Al,
1976). Para algunos autores los gatos son más susceptibles a M. bovis que a M. tuberculosis,
(Hix et Al, 1961; Orr et Al, 1980) o bien son resistentes a éste último (Jubb et Al, 1980). El
95% de estos casos son debidos a M. bovis y el 4,6% a M. tuberculosis (Séculi et Al, 1976).
Parte de la afinidad entre los gatos y M. bovis está relacionada con la frecuente ingestión de
leche contaminada y no pasteurizada proveniente de vacas infectadas. La leche es un vehículo
perfecto de infección debido a su efecto tampón sobre el ácido gástrico, que normalmente
evita la colonización del tracto intestinal. La infección puede también ser adquirida con la
ingestión de vísceras contaminadas (Isaac et Al, 1983; Clercx et Al, 1992). La transmisión de
la tuberculosis del propietario a su gato parece excepcional (Hillerdal et Al, 1981).
Los perros y los gatos son relativamente resistentes a M. avium (Tabla 1.15), aunque
existen referencias de infecciones naturales
Tabla 1.15. Susceptibilidad relativa de peno, gatos y hombre frente a M. tuberculosis, M. bovis y M. avium.
Micobacteria Penos Gatos Seres humanos
M. tuberculosis muy susceptibles susceptibles muy susceptibles
M. bovis muy susceptibles muy susceptibles muy susceptibles
M. avium susceptibles susceptibles susceptibles
7.5.2. Patogénesis
Las localizaciones primarias de M. tuberculosis son más frecuentemente torácicas y
cutáneas (Parodi et Al, 1965). M. bovis es generalmente responsable de lesiones primadas en
el tracto digestivo que pueden estar seguidas de una generalización rápida, y raramente
provoca lesiones respiratorias primadasy cutáneas (de Lisie et Al, 1990). Los bacilos ingresan
en el organismo vía respiratoria, por inhalación de aerosoles contaminados (principalmente
en perros), o digestiva, por la ingestión de alimentos contaminados (principalmente en gatos).
Los perros tienden a desarrollar infecciones respiratorias con formación de complejos
primados completos. Los gatos desarrollan comúnmente complejos primarios incompletos
(localización en el ganglio linfático sin formación de lesión en el lugar de depósito), afectando
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fundamentalmente a los ganglios linfáticos retrofaríngeos e ileocecales. Sin embargo, en un
estudio realizado entre 1962 y 1986, de 14 perros y 28 gatos tuberculosos, 5 (35,7%) y 4
(14,3%) respectivamente mostraban sólamente lesiones abdominales; 8 perros (57. ¡ %) y 1 8
gatos (64,3%) tenían tanto tórax como abdomen afectados, y únicamente 1 perro (7,1%) y 6
gatos (21,4%) mostraban lesiones exclusivamente en tórax (Caniatti et ál, 1987).
La inmunidad es incompleta en la mayoría de los casos, y estos microorganismos
persisten largos periodos en los granulomas encapsulados, pudiendo diseminarse después
como consecuencia de una inmunosupresión. La reactivación de la infección tuberculosa
puede ocurrir en perros y gatos tras periodos de quiescencia (Parodi et ál, 1965).
7.5.3. Sintomatología
La tuberculosis canina y felina es una enfermedada menudo subclínica. Estos animales
pueden no presentar síntomas durante largos periodos de tiempo, aunque tengan lesiones
activas y abiertas. Los signos, una vez aparecidos, son poco característicos (Lin a ál, 198<>;
C]ercx et Al, 1992), poco acusados y de progresión generalmente lenta: apetito decreciente,
fatiga y debilidad, fiebre, trastornos digestivos y emaciación. Los animales son tratados
repetidamente para solucionar esta sintomatología, pero sin éxito. Posteriormente, aparecen
los síntomas que reflejan la localización del complejo primario, encontrándose más
frecuentemente los cuadros pulmonar, intestina] y orofaríngeo.
a. Cuadro pulmonar
Más frecuente en perros, está caracterizado porbronconeumonía, formación de nódulos
pulmonares y linfoadenopatias bronquiomediastínicas que producen fiebre, pérdida de peso,
anorexia, tos crónica, dolorosa, improductiva o con secreción mucopurulenta que es deglutida.
La respiración se va haciendo más laboriosa, taquipneica y se aprecian estertores y a la
percusión, áreas de macicez. Puede producirse neumotórax y piotórax a consecuencia de una
rotura de la pleura, o bien adherencias pulmonares y el desarrollo de una inflamación de la
pleura y del pericardio.
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It Cuadro intestinal
Más frecuente en gatos, produce trastornos de la nutrición: pérdida de peso, anemia,
vómitos y catarro intestinal crónico al principio, después diarrea, signos de mala absorción
intestinal, ganglios mesentéricos hipertróficos y efusión abdominal en algunos casos. Existe
dolor al presionar las vísceras abdominales afectadas, hipertrofia hepática y peritonitis
generalizada.
c. Cuadro orofaríngeo
Más esporádico que los anteriores, el incremento de volumen de los ganglios linfáticos
retrofaríngeos origina arcadas, disfagia, hipersalivación, y alteraciones en el ladrido o
maullido.
La sintomatología producida por la diseminación de la infección puede ser el primer
signo de la enfermedad que aparece en muchos perros y gatos, y dependerá de los órganos
afectados. Puede producir una sintomatología común en ambas especies; efusión pleural y
pericárdica con disnea, cianosis y fallo cardiaco si existe extensión pulmonar. Se observa
linfoadenopatía generalizada, pérdida de peso y fiebre. Puede haber hemopstisis, hematuria
e ictericia. Existen masas en órganos abdominales, como hígado, bazo y riñón.
En gatos pueden verse lesiones dérmicas consistentes en nódulos, abscesos subcutáneos
y úlceras drenantes que no cicatrizan. En perros, la forma cutánea suele ser un nódulo
linfático granulomatoso que conecta con la superficie por medio de un conducto. Las
localizaciones más comunes son la región submandibular (Foster et ál, 1986) y las
extremidades (White, 1986). A diferencia de la lepra felina y las micobacteriosis cutáneas por
atípicas, estos animales presentan signos sistémicos.
Otras localizaciones menos frecuentes son el globo ocular (uveitis granulomatosa)
(Crispin, 1987), afecciones del sistema nervioso central (Greene, 1984), útero, ovarios,
testículos, huesos y articulaciones (cojeras y fracturas espontáneas) (Séculi et Al, 1975). Como
secuela de la enfermedad en el perro puede existir un engrosamiento difuso en los huesos
largos, casi siempre de las cuatro extremidades, debido a una periostitis osificante dolorosa,
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diagnosticable por radioscopia y denominada acropaquia o enfermedad de Marie (Séculi et
ál, 1975).
7.5.4. Hallazgos anatomopatológicos
a. Lesiones macroscópicas
La emaciación es frecuente. En varios órganos aparecen granulomas multifocales
blancogrisáceos o amarillos. Los focos primarios de los pulmones se desarrollan, casi siempre,
en la porción dorsal de los lóbulos diafragmáticos; aparecen como nódulos lardáceos o
sarcomatosos de 1 a 3 centímetros de diámetro. La diseminación dentro de los pulmones es
rápida y produce bronquitis, bronquiolitis y neumonía peribronquial. La tuberculosis pulmonar
difusa, una forma exudativa relativamente rara, es más frecuente en los carnívoros que en
otras especies (Ghorbel et ál, 1989). La destrucción de las paredes bronquiales por el tejido
de granulación permite, cuando existe licuefacción, la evacuación del exudado dejando
cavernas. Si la licuefacción se fistuliza puede alcanzar la pleura, produciendo pleuritis
serofibrinosa, uni o bilateral. La pleura aparece engrosada en placas, o de forma difusa por
un tejido de granulación inespecifico. En la cavidad pleural se acumulan grandes cantidades
de un exudado serofibrinoso (cuando el fluido es lechoso con alto contenido celular y
bacteriano, o seroso con escasas células) o sanguinolento.
La diseminación generalizada es más común en penos que en gatos, afectando
fundamentalmente a ganglios linfáticos, pleura, pericardio, corazón, hígado, riñón, intestino
y sistema nervioso central en caso de los primeros, y a los ganglios linfáticos mesentéricos,
hígado, bazo, peritoneo (peritonitis exudativa con nódulos de telido de granulación) y piel en
caso de los segundos, aunque también puede producir tuberculosis miliar aguda del pulmón,
bronconeumonía caseosa, pleuresía y pericarditis. Las lesiones por metástasis son
frecuentemente pequeñas (de 1 a 3 milímetros>, aunque puede haber lesiones mayores y
coalescentes (Greene, 1984).
b. Lesiones microscópicas
Las lesiones de la tuberculosis en los carnívoros son diferentes de las de otras especies
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animales y más parecen lesiones sarcomatosas que los típicos granulomas tuberculosos
(Anderson, 1971), porque las lesiones se componen de un telido de granulación inespecífico
(Jubb et Al, 1980) como consecuencia de la reacción proliferativa y exudativa provocada por
los microorganismos. Histológicamente, las lesiones granulomatosas son áreas de necrosis
focal rodeadas de infiltración de linfocitos, células plasmáticas y macrófagos. La
encapsulación consiste en densas capas periféricas de fibroblastos formando un fino tejido
conectivo fibroso. Las células epitelioides o histiocitos delimitan normalmente la zona
necrótica y no se observa la formación de células gigantes, común en otras especies (Greene,
1984). La caseificación es más frecuente en el gato, en especial en los nódulos del hígado,
riñón y mesenterio. A veces existe calcificación del granuloma, sin embargo, la licuefacción
de la zona central necrótica, según los autores, es muy rara en los carnívoros (Greene, 1984)
o frecuente, tanto en los nódulos de órganos como en ganglios linfáticos (Jubb et Al, 1980).
En la periferia de las lesiones necróticas se puede detectar un escaso número de bacilos
intracelulares ácido-alcohol resistentes. En algunos animales puede encontrarse amiloidosis
renal, asociada a enfermedades inflamatorias crónicas. La excreción de fosfato está reducida
y el incremento de fosfato sérico puede ocasionar hiperparotiroidismo secundario.
7.5.5. Diagnóstico
a. Diagnóstico clínico
Ya que el cuadro clínico no es característico, ni la enfermedad frecuente, el
diagnóstico in vivo es difícil, por lo que a menudo evoluciona sin ser identificada (Séculi et
Al, 1976). Los problemas respiratorios crónicos, el empeoramiento progresivo, la emaciación,
etc.., pueden hacer sospechar la tuberculosis. Los hallazgos hematológicos son inespecíficos;
leucocitosis moderada, anemia e hiperglobulinemia (Liu et Al, 1980). En el estudio
radiográfico pueden observarse las linfoadenopatías traqueobronquiales y mesentéricas, la
infiltración pulmonar intersticial y los granulomas, así como la hipertrofia de órganos
abdominales parenquimatosos o las masas abdominales aisladas; pero los resultados dependen
de la extensión de la infección, y las imágenes no son específicas y pueden ser confundidas
con neoplasias (Liu et Al, 1980). Las lesiones por metástasis aparecen como zonas de
distribución miliar densas difusas. Las lesiones óseas son osteomielitis vertebral y
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osteoartropatía
La intradermotuberculinización carece de valor diagnóstico en estos animales. Los
gatos, a diferencia de otras especies, no reaccionan a la tuberculina administrada
intradérmicamente (Legendre et Al, 1977). La prueba subcutánea con tuberculina tampoco es
válida (Snider, 1971). Sin embargo, los perros y gatos sensibilizados con BCG responden a
la inoculación intradérmica de tuberculina (Thilsted et Al, 1978; Pedersen, 1982). Los perros
infectados responden a la prueba intradérmica (Wiesclthaler, 1975) realizada en Ja cara
interior de la extremidad posterior o en la superficie interna de la pinna. Sin embargo, existen
numerosas reacciones falsamente positivas debido a reacciones cruzadas con otras especies
de micobacterias. En general, con la prueba intradérmica se obtienen resultados de poca
confianza en los pequeños animales, tanto de falsos negativos como positivos (Clercx et Al,
1992). La utilización de BCG es ligeramente más sensible que la PPD. La evaluación de la
elevación de la temperatura tras la inoculación de tuberculina suele ser imposible debido a
la fiebre existente (Foster et Al, 1986; Uhorbel et Al, 1989). En perros y gatos existe una
marcada disociación entre la reacción a la prueba dérmica y las reacciones mediadas por
células frente a la tuberculina realizadas in vitro (Guelfi et Al, 1977; Legendre et Al, 1977).
La prueba in vitro de la estimulación de linfocitos con tuberculina obtuvo resultados
inconsistentes (Guelfi et Al, 1977; Legendre et Al, 1977).
b. Diagnóstico anatomopatológico y microbiológico
El diagnóstico macroscópico no es en absoluto concluyente, ya que las lesiones pueden
ser confundidas con procesos tumorales, especialmente linfosarcomas y bronconeumonias
granulomatosas de origen viral (peritonitis infecciosa felina), parasitario (dirofilariosis,
aelurostrongiliosis, toxoplasmosis), bacteriano (nocardiosis) y micótico (histoplasma), silicosis,
pericarditis y pleuritis sépticas, lesiones cutáneas ulcerosas de la piel en los gatos, y reacción
por cuerpo extraño, así como otras linfaadenitis bacterianas y fúngicas en perros. El estudio
histológico de las lesiones es más rApido que el cultivo, pero no ofrece información sobre el
agente causante de la enfermedad (Hawthorne et Al, 1.957).
Para el diagnóstico definitivo es necesario poner en evidencia la presencia de bacilos
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ácido-alcohol resistentes en biopsias, exudados pleurales, esputo u orina; pero la dificultad de
encontrar éstos, así como la baja sensibilidad y la falta de especificidad de las tinciones,
obligan a que la identificación del microorganismo en las secreciones o biopsias sea mediante
cultivo.
7.5.6. Terapia
Aunque existe un informe de tratamiento con éxito de la tuberculosis en perros
(Snider, 1971), la decisión del mantenimiento y tratamiento de perros y gatos infectados debe
hacerse cuidadosamente, debido al riesgo que supone la tuberculosis activa para la salud
humana (Greene, 1984) y el desconocimiento de la combinación de fármacos apropiada, dosis,
duración del tratamiento y el resultado a largo plazo. Cuando se diagnostica la tuberculosis
suele ser en casos avanzados y abiertos y el pronóstico es desfavorable, por lo que algunos
autores aconsejan la eutanasia (Hawthorne et Al, 1957; Séculi et Al, 1976). A falta de una
prueba diagnóstica para comprobar la exposición o latencia de la enfermedad, puede
recomendarse que los animales expuestos a la tuberculosis bovina o humana sean tratados
quimioprofilácticamente. La vacunación confiere solamente inmunidad parcial y no está
recomendada.
7.5.7. Infección por M. avium
La enfermedad ocasionada porM. avium-M. intracellulare es considerada bastante rara
en perros y gatos dada su resistencia natural a este microorganismo (Thoen et Al, 1981;
Greene, 1984; Thorel et Al, 1990). M. avium produce el 0,3% de las enfermedades
diseminadas producidas por micobacterias en el perro y el 0,4% en el gato (Séculi et Al,
1976). La mayor parte de los casos se han observado en perros Basset Hounds y en gatos
siameses, indicando un posible defecto genético o adquirido en la regulación o en el
desarrollo de la respuesta inmune efectiva frente a este agente (Farhi et Al, 1986), afectando
a las células T o a la capacidad de eliminar bacterias intracelulares, ya que aparece un alto
número de bacilos en el interior de los macrófagos (Carpenter et Al, 1988). Algunos gatos
siameses presentan una predisposición a infecciones con patógenos intracelulares. A diferencia
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del hombre cuando está afectado con e] virus de la inmunodeficiencia adquirida, la
micobacteriosis secundaria no es común en las infecciones con retrovirus felinos (Ishida et
Al, 1989).
M. avium se aisla con relativa frecuencia demuestras ambientales (Grange et Al, 1990),
y la infección puede adquirirse por la ingestión de carne de animales infectados o por
contacto con el suelo u objetos contaminados (Friend et áI, 1979; TImen eL Al, 1981). En
cualquier caso, cuando la enfermedad cursa con extensas lesiones intestinales puede pensarse
en una ruta oral, con diseminación hematógena y linfática (Shackelford et Al. 1989).
Los signos y síntomas generales incluyen anorexia, anemia, pérdida de peso, fiebre,
letargia, vómitos, diarrea, linfoadenopatía generalizada y debilidad de las extremidades. En
la necropsia de los animales suele observarse linfoadenitis granulomatosa, neumonia
intersticial difusa, hepatitis muhifocal necrotizante, hemorragias intersticiales e infartos en
riñón (Drolet, 1986), esplenits granulomatosa, enterocolitis (Jordan et Al, 1994) y osteomielitis
(Carpenter et Al, 1988; Shackelford et Al, 1989; Kim et Al, 1994). Existen descripciones de
lesiones cutáneas producidas por M. avium; dermatitis histiocítica difusa crónica (Stewart et
Al, 1994) y granulomas (Suter et Al, 1984).
Histológicamente las lesiones aparecen como un granuloma atípico, vascularizado, con
escasas células plasmáticas y carente de células gigantes tipo Langhans. Presenta amplias
zonas de necrosis caseosa, ausencia de calcificación y bacilos intracelulares ácido-alcohol
resistentes (Novoa et Al, 1986; Carpenter et Al, 1988).
Los serotipos aislados más frecuentemente en animales son el 1 y el 2 (Thoen, 1981).
En perros y gatos se han encontrado los serotipos 1, 2 y 4 de M. avium (Jordan et ál, 1994).
El tratamiento de estas infecciones es difícil, ya que son resistentes a la mayoría de los
medicamentos antituberculosos (Inderlied et Al, 1993). La administración de isoniazida,
etambutol, estreptomicina, rifampicina, kanamicina y pirazinamida no ha tenido éxito
(Carpenter et Al, 1988), pero existen algunas referencias indicando respuesta a tratamientos
de 4 a 6 semanas con tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfonamida, lincomicina,
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etambutol e isoniazida (White et Al, 1983). En general el pronóstico de la micobacteriosis por
M. avium diseminada es desfavorable. Aunque no existen informes de la transmisión de este
microoganismo de los animales a las personas, estas infecciones deben tratarse como zoonosis
potenciales, particularmente para individuos inmunocomprometidos (Jordan et ál, 1994). Por
estos motivos algunos autores aconsejan la eutanasia (Zeiss et Al, 1994).
7.5.8. Infecciones por otras ¡nicobacterias
Se pueden diferenciar dos enfermedades independientes respecto a los agentes
etiológicos, localización y características de las lesiones y animales afectados: la lepra felina
y la micobacteriosis cutánea causada por micobacterias MOTT.
a. Lepra felina
La lepra felina (Lawrence et Al, 1963; Schiefer et Al, 1974; Mclntosh, 1982). o
granuloma no tuberculoso, consiste en nódulos granulomatosos y lesiones frecuentemente
ulceradas de la piel y del tejido subcutáneo. Los nódulos dérmicos únicos o multiples, son
generalmente indoloros y se localizan principalmente en la cabeza y en las extremidades. Los
gatos no presentan signos de enfermedad generalizada. Se cree que la transmisión de la
enfermedad ocurre por mordedura a roedores infectados. El organismo asociado a estos
granulomas es M. lepraemurium, el agente causal de la lepra murina. Es difícil de cultivar,
tarda en crecer de 3 a 8 semanas en el medio Ogawa (Pattyn et ál, 1980).
Las lesiones granulomatosas son relativamente inespecíficas. En la observación de
casos de lepra felina suele verse un gran número de bacterias Acidoalcohol resistentes, pero
el hallazgo de micobacterias en la tinción no las incrimina en la enfermedad, ya que existen
micobacterias saprofitas. El examen histológico de las lesiones de lepra felina revela una
amplia inflamación granulomatosa de la piel, del tejido subcutáneo y de los nervios
adyacentes, con microorganismos densamente empaquetados en células epitelioldes y áreas
de necrosis, hallazgo semejante al observado en lepra humana y murina (White et Al, 1983),
o bien macrófagos con células gigantes multinucleadas (White, 1986).
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b. Micobacteriosis cutáneas por micobacterias MOTT
Este tipo de infecciones están producidas generalmente por micobacterias MOTT,
siendo los gatos más sensibles. Los perros pueden desarrollar granulomas parecidos a los de
la lepra felina, también sin enfermedad generalizada, pero los organismos aislados de las
lesiones son M. chelonae, M. fortuitum y otras micobacterias atípicas (Gross e al, 1983).
La paniculitis piogranulomatosa de los gatos afecta principalmente al tejido subcutáneo
de las regiones abdominal e inguinal. Se ha asociado a micobacterias de los grupos III y IV
de Runyon, tras contaminación de heridas con materia del suelo. Existen descripciones de
mícobacteriosis cutáneas producidas por M. fortuitum (Dewevre et Al, 1977; Wilkinson et ál,
1978), M. smegmatis (Wilkinson et Al, 1982), M. chelonel (Thorel et ál, 1974), M. xenopi
(Tomasovic et Al, 1976>, M. ph/el (White et Al, 1983> y M. thermoresisdhi/e (Willemse eL Al.
1985). M. smegmatis suele afectar al tejido adiposo subcutáneo, mientras que otras afectan
a la dermis y al tejido subcutáneo (Wilkinson et ál, 1982). Las masas granulomatosas, con
o sin tractos fistulosos, drenan periódicamente un exudado acuoso o purulento. El tejido
subcutáneo se encuentra engrosado y adherido a las capas profundas. Las lesiones van
interesando un área cada vez mayor, y a menudo aparece linfoadenopatía superficial. También
suelen ser indoloras y no producen signos de enfermedad. Raramente se diseminan a tejidos
internos, pero los tratamientos largos con glucocorticoides u otras formas de inmunosupresión
pueden predisponer a la diseminación de la infección (Grossman, 1983).
En la tinción específica para micobacterias solamente se observa un escaso número
de micobacterias ~jWhite,1986). En el examen histológico de las micobacteriosis cutáneas
producidas por las otras micobacterias se aprecia una inflamación piogranulomatosa, a
menudo con áreas de necrosis caseosa. El cultivo es el único método para distinguir estas
enfermedades. El diagnóstico diferencial debe incluir neoplasias, infecciones fúngicas o
bacterianas y granuloma por cuerpo extraño.
Las micobacterias atípicas apenas responden al tratamiento con antibióticos, excepto
algunas micobacterias que son sensibles in vitro a la rifapentina (análogo sintético a la
rifampicina), a la amicamicina (Kunkle et Al, 1983) y a las fluoroquinolonas: enrofioxacina
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(White et Al, 1991; Studdert et Al, 1992) y ciprofloxacina (Malik et Al, 1994). Estos
granulomas deben ser eliminados quirúrgicamente. Para el tratamiento de la lepra felina se
ha utilizado, con éxito variable, dapsona, el mismo agente que se utiliza para la humana, pero
produce anemia hemolítica y neurotoxicidad (Alían et Al, 1976). En ocasiones puede existir
remisión espontánea (White, 1986).
7.6. TUBERCULOSIS EN CAMÉLIDOS
A principios de siglo el 2,9% de los dromedarios (Camelus dromedarius) sacrificados
en Egipto padecían tuberculosis por M. bovis, probablemente asociada a un estrecho contacto
con ganado. La ruta de infección era la vía respiratoria, y el 60% de las lesiones estaban
localizadas en el pulmón y en los ganglios linfáticos bronquiales. La tuberculosis generalizada
afectó al 7% de los animales estudiados (Mason, 1917). La incidencia de la infección es más
elevada en los animales mantenidos junto al ganado bovino (4%) que en los dromedarios de
los beduinos (0,025%) (E1-Mossalami et Al, 1983).
La tuberculosis por M. bovis ha sido tambien descrita en el camello bactriano
(Camelus bactrianus) (Bush et Al, 1990). Las lesiones que presentaron estos animales eran
sarcomatoides, e histológicamente formaban piogranulomas sólidos, con escasas células
gigantes y pocos bacilos ácido-alcohol resistentes (Bush et Al, 1990). La infección por M.
bovis ha sido igualmente confirmada en la llama (Llama glama) (Bleem et Al, 1993) y en la
alpaca (Anon, 1989).
La sensibilidad y especificidad de la prueba de la intradermorreacción a la tuberculina
en los camélidos es inferior al 50% (Bush et Al, 1990; Bleem et Al, 1993).
7.7. TUBERCULOSIS EN CIERVOS
La tuberculosis producida por M. bovis se ha encontrado en todas las especies de
ciervos estudiadas. Existen poblaciones de ciervos salvajes con M. bovis endémico,
probablemente infectadas por contacto con animales domésticos, en Nueva Zelanda, Reino
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Unido, Irlanda, Hungría y Estados Unidos de América (Levine, 1934; BeIIi, 1962; Wilson et
Al, 1976; Dodd, 1984; de LisIe, 1985; Tessaro, 1986; Rose, 1987; Kormendy, 1992; Wagner,
1993).
Desde 1930 hasta la actualidad existen informes de infección por M. bovis en el ciervo
de cola blanca (Odocoileus virginianus) (Levine, 1934), ciervo mula (O. hemionus) (Hadwen,
1942), alce (Alces alces) (Hadwen, 1942; Húlphers et Al, 1947), reno (Rangifer tarandus)
(Lovel, 1930), corzo (Capreolus capreolus) (Gunning, 1985; Rose, 1987), gamo (Dama dama)
(Wison et Al, 1976; Fleetwood et Al, 1988) ciervo moteado (Axis axis) (Sawa et ál, 1974),
ciervo sika (Cervus nippon) (Dodd, 1984; Mirsky et Al, 1992) y ciervo rojo o común (Cervus
elaphus) (Dodd, 1984; Beatson, 1985). La tuberculosis causada por M. tuberculosis ha sido
descrita en parques zoológicos (Jones et Al, 1976; Shah et Al, 1986).
No se conoce la incidencia y mortalidad exacta de esta infección en los animales
salvajes y se calcula, por informes de estudios realizados en diferentes países, que a nivel
internacional la prevalencia de M. bovis en ciervos salvajes alcanza 5,6 % (Hawden, 1942;
Bouvier et Al, 1957; Dodd, 1984; Rose, 1987). Sin embargo, generalmente sólo son estudiadas
las muestras con lesiones macroscópicas, por lo que la prevalencia de la infección podría ser
superior (Clit’ton-Hadley et Al, 1991). No se puede afirmar con certeza si la infección es
endémica en las poblaciones de ciervos o si son brotes esporádicos debido a contactos con
otros animales, domésticos o salvajes, infectados (Clifton-Hadley et Al, 1991).
Puesto que precisar la prevalencia de la infección en ciervos salvajes es difícil, el
riesgo que suponen para otras especies es desconocido (Tessaro, 1986). Sin embargo, zorros
y tejones pueden infectarse por ingestión de animales muertos (Bouvier, 1960) y pueden ser
el origen de la infección en ganado y en possums en algunas áreas (Carter, 1988). Se
considera que los animales infectados en parques y zoos representan un riesgo documentado
para los seres humanos y otros animales (Towar et Al, 1965; Basak et Al, 1975; Stumpff,
1982; Fanning et Al, 1991).
Esta enfermedad reviste especial importancia en las explotaciones de ciervos.
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numerosas en algunos países como Nueva Zelanda, con 1,2 millones de cabezas. La expansión
de esta industria y la mejora de este ganado ha propiciado los movimientos entre granjas y
entre distintos países. En una especie no todavía plenamente domesticada, el estrés provocado
por el manejo y la inadecuada nutrición en determinadas épocas del año pueden comprometer
la inmunidad de los animales, incrementando la susceptibilidad a esta infección (Griffin,
1987). La fuente más probable de infección para los ciervos en granjas son los ciervos
infectados, a pesar de respetar los períodos de cuarentena y los resultados negativos a la
intradermotuberculinización (Stuart et Al, 1988). Otras fuentes de infección probables incluyen
el ganado bovino, otros ciervos salvajes y tejones.
No todas las especies de ciervos presentan la misma susceptibilidad a la infección por
M. bovis. El clima, la edad y factores de manejo en el caso de los animales mantenidos en
granjas (transporte, nutrición, densidad de población) pueden tambier influir en esta
variabilidad. Los animales jóvenes son particularmente susceptibles a la infección, y los
animales menores de seis meses pueden contener altos niveles de infección sin evidencias
patológicas de enfermedad y sin reaccionar a las pruebas diagnósticas, ya que carecen de la
respuesta inmunitaria característica de los adultos (Griffin et Al, 1989).
7.7.1. Sintomatología y lesiones
La tuberculosis producida por M. bovis es una enfermedad subaguda o crónica. Los
síntomas clínicos dependen de la distribución de las lesiones. Esta enfermedad se manifiesta
normalmente como una linfadenitis que involucra uno o mas nódulos linfáticos que drenan
la nasofaringe, el pulmón o el abdomen (Griffin et Al, 94). Cuando la lesión afecta
exclusivamente a nódulos linfáticos o pequeñas areas del pulmón, el animal puede no
presentar síntomas durante toda su vida (Wilson, 1979). Los ciervos a menudo contienen gran
número de estos microorganismos sin mostrar evidencias de enfermedad (Buchan et Al, 1990).
Una distribución más generalizada de las lesiones, especialmente involucrando el pulmón,
puede producir una emaciación progresiva, con tos y alteraciones respiratorias. Cuando un
animal infectado demuestra evidencias clínicas la muerte sobreviene en una o dos semanas.
143
Iiitro<¶ucci6ii
En los ciervos salvajes el 75% de las lesiones se localizan en el tórax y el ¡3% de los
animales presentan tuberculosis generalizada, estando afectados pulmón y vatios nódulos
linfáticos (de LisIe et Al, 1985). En los ciervos de granja las lesiones se localizan
principalmente en los nódulos linfáticos retrofaríngeos (Beatson et Al, 1984) o mesentéricos
(Griffin, 1988). Este hecho puede estar relacionado con la ruta de transmisión, via respiratoria
o por ingestión. Las lesiones pueden formar abscesos que rompen en la piel o en el tórax
(Stumpff, 1982; Griffin et Al, 1994).
Las lesiones encontradas son simiares a las del ganado vacuno; un granuloma
proliferativo (Stumpff, 1982), con formación de caseo y calcificación en lesiones antiguas
(Buchan et Al, 1990). El tamaño es variable, de 1 milímetro a más de 10 centímetros de
diámetro, con abundante formación de pus y rodeados de una cápsula muy fina. Las
localizaciones preferentes incluyen los ganglios linfáticos retrofaríngeos, mediastínicos y
mesentéricos. Al igual que en el vacuno, puede haber formación de cavidades en los pulmones
y engrosamiento de la pleura. Otros órganos (riñón, peritoneo, testículos, útero, etc...) pueden
estar igualmente involucrados (Clifton-Hadley et Al, 1991).
Histológicamente, la tendencia a formar abscesos más que granulomas es la principal
característica. Debido a esta tendencia, algunos autores consideran que el ciervo es más
sensible a M. bovis que el ganado vacuno (Towar et Al, 1965). Presentan dos tipos de lesiones.
El primer tipo es un granuloma con un area de necrosis central, células epitelioides y células
gigantes de Langhans, rodeadas de linfocitos, células plasmáticas y macrófagos, encapsulada
en tejido fibroso. El segundo tipo es un absceso con células gigantes y epitelioides, y pus
derivado de la necrosis de los neutrófilos (Clifton-Hadley et Al, 1991).
7.7.2. Diagnóstico
La sensibilidad de la intradermotuberculinización simple (single intradermal tuberculin
ten, SIDT) realizada en la región cervical con 0,1 o 0,2 mg de PPD bovina (1-2 mg/mí)
oscila entre el 86% y el 87% de ciervos experimentalmente inoculados (de Lisle et Al, 1984)
y animales muestreados (Beatson et Al, 1984), considerando cualquier reacción visible o
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palpable como positiva. Se encontraron lesiones consistentes con tuberculosis en el ‘77% de
los animales reactores a la tuberculina. Esta prueba detecta animales seis semanas post-
infección. Sin embargo, la amplia exposición a M. avium y a otras micobacterias saprofitas
(de Lisle et Al, 1985; Griffin, 1988) produce altos niveles de reacciones cruzadas
(sensibilización no específica) o falsos positivos a la PPD bovina (Griflin et Al, 1994). Las
intradermotuberculinizaciones frecuentes en cortos intervalos de tiempo, realizadas para
detectar la rápida diseminación de la infección en el periodo entre éstas, pueden causar
supresión de las posteriores reacciones, disminuyendo la sensibilidad de la
intradermorreacción (Corrin et Al, 1987).
La tuberculinización comparativa (comparative cervical ten, CCT), utilizando 0,2 mg
de PPD bovina y 0,05 mg de PPD aviar, fue introducida con el objeto de incrementar la
especificidad (Carter et Al, 1985; Carter et Al. 1986). Estos investigadores obtuvieron una
sensibilidad del 92% y una especificidad superior al 98% en animales experimentalmente
infectados. Esta prueba presenta una gran variabilidad en condiciones de campo, su
sensibilidad oscila entre el 31 y el 90%, y la especificidad entre el 61 y el 88% (Stuart et Al,
1988; Griffiths, 1989; Philip, 1990; Griffin et Al, 1992). La utilización de la tuberculinización
comparativa en rebaños con riesgo de infección está desaconsejada.
La prueba de transformación linfocitaria (lymphocyte transformation, LT), que
específicamente valora la capacidad de reacción de los linfocitos T frente a antígenos de
microorganismos, y la detección de anticuerpos séricos mediante ELISA han sido también
evaluadas para el diagnóstico de la tuberculosis en ciervos. Un estudio piloto inicial,
utilizando la LT en animales de rebaños infectados, demostró una sensibilidad del 95% y una
especificidad del 92% respecto a la necropsia para el diagnóstico de la tuberculosis en ciervos
de rebaños infectados (Griffin et Al, 1986; (3riffin et Al, 1987).
El ELISA para detectar anticuerpos séricos frente a PPD bovina, PPD aviar y varios
péptidos micobacterianos considerados específicos de AL bovis, como el MPB7O (Harboe et
Al, 1984), alcanza una sensibilidad del 86% y una especificidad del 98% (Griffin et Al, 1991).
La respuesta inmune humoral frente a la tuberculosis en el ciervo aparece más
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tempranamente, aunque los títulos son bajos en animales sin lesiones visibles (NVL) o con
lesiones encapsuladas. Las técnicas de ELISA pueden utilizarse para el diagnóstico no
solamente de la enfennedad severa, sino también en casos menos avanzados (Grifñn et Al,
1994). Los títulos de anticuerpos aumentan conforme la enfermedad progresa, y en los
animales con múltiples lesiones diseminadas (tuberculosis generalizada) están
significantemente incrementados (Buchan et Al, 199<)). Estos animales a menudo son anérgicos
a la introdermotuberculinización y no responden a la estimulación linfocitaria (Buchan et Al,
1990). El ciervo ha sido propuesto como modelo animal de la tuberculosis humana debido a
las similitudes encontradas en la respuesta inmune y en la patología de la enfermedad
(Buchan et Al, 1990).
La combinaci6n de la LT y del ELISA se denomina bload res! frr tuberculosis (BTB);
determina diferentes rutas inmunitarias y puede ser utilizado conjuntamente con la
intradermoreacción para detectar los animales infectados y la severidad de la afección (Griffin
et Al, 1991). El uso combinado de esta pruebas aumentó la sensibilidad a 95,8% en un estudio
de campo (Griffin et Al, 1994), conservando una especificidad superior al 98% (Deer Research
Laboratory, University of Otago, 1992).
Ni las lesiones macroscópicas ni los hallazgos histológicos son patognomónicos de la
infección por M. bovis (Clifton-Hadley et Al, 1991). El diagnóstico definitivo requiere el
aislamiento e identificación del microorganismo (Pritchard et Al, 1988). Sin embargo, no
siempre es posible cultivar M. bovis, por lo tanto, el cultivo negativo no garantiza el status
de animal libre de tuberculosis (Griffin et Al, 1994). M. bovis puede ser aislado del 5 % de
los animales que no muestran evidencias de lesiones de tuberculosis en la necropsia (Beatson
et Al, 1984).
7.7.3. Otras micobacterias
Los ciervos son altamente sensibles a M. aviura; este microorganismo puede ser
cultivado de hasta el 10% de las lesiones compatibles con tuberculosis en los ciervos. Produce
también lesiones tuberculosas (Jorgensen et Al, 1976), normalmente purulentas, caseosas o
146
La tuberculosas en los aiiiniales
granulomatosas en la pared intestinal y en los ganglios linfáticos mesentéricos. Por
diseminación hematógena puede alcanzar el hígado y el pulmón, donde produce lesiones
miliares y una septicema terminal (Griffin, 1988). M. paratuberculosis ha sido descrito en
varias especies de ciervos (McKelvey, 1987; Reiman et Al, 1979).
7.8. TUBERCULOSIS EN EL JABALí
M. bovis se ha aislado con prevalencias entre el 20 y 30% en cerdos salvajes (Sus
scrofa) (Ekdahl et Al, 1970; Comer et Al, 1981; Essey et Al, 1981). Los animales infectados
se encuentran ampliamente distribuidos en algunas áreas de Nueva Zelanda y Australia con
tuberculosis endémica. En Hungría se confirmé la tuberculosis por M. bovis en el 20% de los
jabalíes (Sus scrofa) estudiados entre 1985 y 1991 (Kormendy, 1992). La infección es también
endémica en el jabalí verrugoso (Phacochoerus aethioicus), probablemente introducida por
ganado doméstico (Woodford, 1982).
Algunos autores consideran que el cerdo salvaje y el jabalí son hospedadores de último
nivel; los animales se infectan al alimentarse con cadáveres es de ganado vacuno, búfalo o
porcino infectado. La transmisión a otros animales sería poco probable debido a la baja
prevalencia de la enfermedad generalizada, la ausencia de lesiones pulmonares y la falta de
contacto con otras especies (Comer et Al, 1981). Sin embargo, en un estudio realizado en
1989 y 1990 en Nueva Zelanda, el 31% de los animales presentaron lesiones tuberculosas
confirmadas histológicamente. El 96% de los animales presentaban lesiones en la cabeza y
un 33% tambien tenían afectado el pulmón, apuntando que M. bovis puede transmitirse en
aerosoles entre los animales, y un 27% presentaba tuberculosis generalizada. Los animales
mayores estaban más afectados, indicando una mayor oportunidad de infección. M. bovis se
aisló del 39% de los animales cultivados, el resto de las lesiones se debía a otros patógenos;
2,4% a AL avium y 40% a actinobacilosis, estafilococosis e infestaciones parasitarias (Wakelin
et Al, 1991). Si la distribución de los jabalíes infectados se solapa con la del ganado es
probable que exista transferencia de la infección entre ambos (Wakelin et Al, 1991).
La infección por M. avium es rara en cerdos salvajes y jabalíes (de Lisle et Al, 1994).
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7.9. TUBERCULOSIS EN EL TEJÓN
La infección por M. bovis en el tejón europeo (Meles meles) fue descrita por primera
vez en Suiza, atribuida al contacto con un corzo infectado (Eouvier et Al, 1957). La
prevalencia de la infección en las poblaciones de tejones, según estudios postnwrten
realizados en las carcasas obtenidas en las operaciones de control, oscila entre el 4,8 y el
37,1% en Irlanda (O’Connor eL Al, 1989), y el 12 y 17% en Reino Unido (Dolan, 1993). La
infección está ampliamente distribuida y se considera endémica en estos países.
La infección acontece frecuentemente en los animales jóvenes, a partir de las hembras
infectadas a las crías (Nolan et Al, 1994). La transmisión, rápida dentro de un grupo social,
es principalmente vía respiratoria. Los pulmones y los ganglios linfáticos asociados son los
órganos habitualmente implicados. Otra posible ruta de infección son las heridas producidas
en las luchas territoriales. La diseminación de la infección entre grupos sociales es baja.
La tuberculosis en los tejones es esencialmente una enfermedad crónica respiratoria,
desarrollando una bronconeumonía progresiva. Las lesiones constan de una zona central
necrótica y células epitelioides. La encapsulación y la calcificación son raras. La diseminación
hematógena produce tuberculosis miliar en varios órganos, comúnmente en el pulmón y en
los riñones (Nolan et ál, 1994).
En algunas áreas la presencia de la infección en los tejones no ha sido asociada con
tuberculosis en el ganado, indicando que la infección puede automantenerse en la población
de tejones, por lo que pueden ser considerados hospedadores de M. bovis (Wilesmith et Al,
1986; Cheeseman et Al, 1988). La falta de transmisión en estas zonas puede deberse a una
baja densidad en la población de tejones y a un mínimo contacto con el ganado vacuno
(Nolan et Al, 1994).
El tejón europeo constituye un reservorio de la infección por M. bovis. En algunos
países (Reino Unido e Irlanda), los niveles bajos residuales de M. bovis en el ganado han sido
atribuidos, en parte, a la transmisión de M. bovis a partir de tejones. Existe una asociación
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entre brotes de tuberculosis de origen desconocido y la densidad de la población de tejones
en Reino Unido e Irlanda. La eliminación de la población de tejones infectada solucioné la
aparición de brotes en el ganado (Little et Al, 1982; Hewson et Al, 1987).
La transmisión de M. bovis de los tejones al ganado ha sido demostrada
experimentalmente (Little et él, 1982). Este riesgo de transmisión es bajo. y el ganado puede
coexistir largos periodos de tiempo con tejones antes de infectarse (Wilesmith, 1983;
Cheeseman et ál, 1988). Este riesgo puede ser estacional, coincidiendo con los períodos de
mayor actividad de los animales en primavera (Wilesmith et Al, 1982). La densidad de
población es un factor limitante. La transmisión de la infección puede ser indirecta, por
contacto con materia excretada infectada, ya que los tejones tuberculosos eliminan
intermitentemente una gran cantidad de microorganismos en la orina, las heces, el esputo y
en el exudado purulento que contaminan el pasto y el agua de bebida del ganado (Little et
Al, 1982; Brown et él, 1992; Nolan et Al, 1994). El comportamiento aberrante y la pérdida de
miedo que demuestran los animales en los últimos estadios de la enfermedad (Muirhead et
Al, 1974), pueden ser los causantes de una exposición directa (Cheeseman et Al, 1981).
El riesgo de transmisión de los tejones al ganado parace ser además impredecible, lo
que hace que el beneficio del control de la enfermedad en estos animales sea díficil de valorar
a corto plazo (Nolan eí Al, 1994). El problema de la tuberculosis en los tejones en Reino
Unido e Irlanda es similar, en varios aspectos, a la existencia de los possums infectados con
M. bovis en Nueva Zelanda; en aquellos ambientes compartidos la infección persiste en el
ganado. Los possums mueren en tres o cuatro meses tras la infección, mientras que el tejón
puede sobrevivir hasta cuatro años (Little et al., 1982; Clifton-Hadley et Al, 1993).
7.9.1. Diagnóstico
El diagnóstico clínico y por cultivo de muestras obtenidas del animal vivo es muy
limitado (Little el Al, 1982; Pritchard et Al, 1986). La pmeba de la tuberculinización
intradérmica demostró una sensibilidad muy baja comparando ésta y el examen postmorten
en animales infectados (Lime el Al., 1982; Pritchard el Al, 1986). Varios autores han sugerido
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que la inmunidad de base celular está debilitada en esta especie (Monis et ál, 1979; Higgins
et Al, 1984).
Los estudios serológicos utilizando la técnica de ELISA y el anticuerpo monoclonal
MB543 (Nolan et Al, 1991) alcanza una especificidad cercana al 100%, pero con baja
sensibilidad. Existe una asociación entre el desarrollo de una respuesta por anticuerpos y la
presencia de lesiones visibles de tuberculosis, identificando así los animales que eliminan M.
bovis. La eliminación de los animales positivos a esta prueba reduciría el riesgo de
transmisión, pero no erradicada la enfermedad (Nolan et al., 1994). Actualmente, abandonada
la aplicación del gas cianhídrico en las madrigueras, el control de los animales infectados se
basa en la captura mediante trampas y el sacrificio humanitario, y se intenta desarrollar un
método de vacunación oral con M. vaccae (McCarthy, 1993).
740. TUBERCULOSIS EN EL CONEJO Y LA LIEBRE
Existe unicamente un informe de tuberculosis por M bovis en un conejo salvaje
(Oryctolagus cuniculus) (Gilí et Al, 1993). En Argentina, M. bovis se cultivó del 1,36% de
liebres (Lepus lepons) (de Kantor et ál, 1984), y en Nueva Zelanda se identificó un caso en
liebre marrón (Lepus europaeus occidernalis) en un área con alta prevalencia en possums
(Cooke et Al, 1993). A pesar de su alta susceptibilidad a la infección experimental, es poco
probable que estas especies tengan importancia epidemiológica en la transmisión de la
infección. Comparten frecuentemente los habitats de animales tuberculosos, la ausencia de
casos se debe probablemente al comportamiento específico de estas especies que evita un
contacto directo con otros animales (Cooke et Al, 1993).
M. avium ha sido identificado en liebres en Reino Unido (Matthews et Al, 1977).
7.11. TUBERCULOSIS EN EL POSSUM
El marsupial possum de cola en cepillo (Tnichosurus vulpecula) es un reservono
endémico de M. bovis en Nueva Zelanda (O’Reilly et Al, 1995). Esta especie es altamente
150
La tuberculosis en los animales
susceptible a la infección (Buddle et Al, 1994). Aproximadamente, entre un 2 a un 10% de
la población estA infectada (Morris et al., 1994). La transmisión de la infección entre estos
animales es aerógena, principalmente de la madre a sus crías y asociada a las actividades de
cortejo (Monis et Al, 1994). Una vez que aparecen síntomas clínicos en los animales, éstos
mueren en pocos meses (Hughes et al, 1994).
Las lesiones se localizan preferentemente en el pulmón y los ganglios linfáticos
superficiales (Coleman, 1988; Morris et Al, 1994). Los tejidos de todos los animales enfermos
examinados contienen grandes cantidades de bacilos (Smith, 1972; Buddle et Al., 1994), y
éstos elimina bacilos a traves del tracto respiratorio y de heridas en la piel (Ekdahl, 1970).
Se encontraron possums tuberculosos en granjas con problemas persistentes de ganado
infectado, en áreas en donde era imposible erradicar la tuberculosis. La disminución del
número de possums demostró una reducción posterior en el número de rebaños infectados
(Livingston, 1991). Para reducir la prevalencia de la infección en esta especie, y por lo tanto
la transmisión de la infección al ganado, se reduce la densidad de población total de possums.
Actualmente este control se realiza por envenenamiento masivo con monofluoroacetato sódico
(compuesto 1080) y trampas, permaneciendo en estudio el uso de vacunas y el control de la
fertilidad.
7.12. TUBERCULOSIS EN MUSTÉLIDOS
La infección por AL bovis ha sido asimismo descrita en hurones (Mustela putorios
furo) (de Lisle et Al, 1993) y armiños (Mustela erminea) (Ragg et Al, 1995). La prevalencia
de la infección en estas especies en zonas endémicas de Nueva Zelanda es 17.9 y 1,6%
respectivamente (Ragg et Al, 1995). Destaca la alta proporción de casos con una gran cantidad
de bacilos en las lesiones, que afectan principalmente a los ganglios linfáticos mesentéricos
(Cooke et Al, 1995). Se han encontrado hurones infectados en áreas de tuberculosis en vacuno
y ciervos con bajas poblaciones de possums y en donde no pudo hallarse la fuente de la
infección (de LisIe et Al, 1993).
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7.14. TUBERCULOSIS EN ANIMALES EXÓTICOS Y DE ZOO
Existen dos informes de tuberculosis por M. bovis en el papión perruno (Papio
cynocephaíus anubis) en el parque Masai Mara de Kenya (Tarara et Al, 1985; Sapolsky et Al,
1987). La incidencia de esta enfermedad en monos mantenidos en cautividad es alta, siendo
los animales más susceptibles. Son igualmente receptivos a la infección por M. tuberculosis
y M. bovis; siendo M. tuberculosis el 78% de las cepas aisladas (Francis et al., 1958). Otras
especies de primates afectados con M. bovis incluyen el papión de guinea (¡-‘apio papio)
(Ihoen et Al, 1977), el hamadríade (Papio hamadryas) (Thorel, 1994), el chimpancé (Pan
troglodytes) (Renner et Al, 1974), etc... También M. africanum ha sido descrito en chimpancés
(Thorel, 1980).
La infección en el bisonte (Bison bison) se describió por primera vez en el National
Buifalo Park de Wainwright (Canadá) en 1942 (Hawden, 1942), cuando el 53,7% de los
animales sacrificados entre 1929 y 1939 presentaron lesiones de tuberculosis. El único
contacto que mantuvieron estos animales fue con cérvidos; el 5,5% de los ciervos y alces que
se sacrificaron presentaron también lesiones. La infección se detectó posteriormente en el 39%
de los animales de Wood Buffalo National Park (Choquette et ál, 1961) tras la importación
de animales infectados provenientes del rebaño de Wainwright. La prueba de la tuberculina
realizada en estos animales obtuvo una sensibilidad del 66.6% y una especificidad del 89,6%
(Tessaro, 1986). Entre 1983 y 1985 el 21% de los animales sacrificados mostraron lesiones,
por lo que la infección se considera endémica (Tessaro et Al, 1990).
La tuberculosis bovina es endémica, con una prevalencia del 1,7%, en la población de
búfalos asilvestrados (Bubalus bubalus) del Northem Territory australiano (Hein et ál, 1981).
El 90% de los animales presenta lesiones principalmente torAcicas, el 26% en el abdomen y
el 25% en la cabeza. La infección afecta también al búfalo doméstico (Bubalus bubalus) en
Egipto (El-Taweel, 1992) y en la India (Shukla, 1972).
La infección por Al. bovis en el búfalo africano (Syncerus cL4fer) fue descrita por
primera vez en 1963 en Uganda (Guilbride et Al, 1963). En 1982 fue detectada en el 10% de
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los animales de esta especie del Parque Nacional Ruwenzori (Woodford, 1982). Actualmente
afecta también al 25% de los rebaños de búfalo del Parque Nacional Kruger; la prevalencia
de la enfermedad dentro de los rebaños infectados varía entre el 3 y el 33% (Huchzermeyer,
1993).
Otras especies salvajes en las que se ha descrito la infección por M. bovis incluyen el
cobo lichi (Kobus lechwe) en Zambia, el cudu mayor (Tragelaphus strepsiceros) y duiquero
de Grimm (Sylvicapra grimmia) en SurAfrica (Chillaud, 1992). En Zambia, el 33-36 % de los
cobos lichi del rio Kafue y de la Lochinvar Game Reserve presentaron lesiones de
tuberculosis de las que se aislé Al. boyé (Gailagher et Al, 1972; Clancey, 1977). También se
ha detectado la infección por Al. bovis en animales mantenidos en cautividad; en el tigre
(Lumeij et Al, 1987), el leopardo de las nieves (Panthera uncia) (Thorel, 1994). el elan del
Cabo (Taurotragus oryx), el ñu (Connochaetes taurinus), el yak (Poephagus mutus) (Stevens,
1994), el cobo acuático (Kobus ellipsiprymnus) (Montalí el Al, 1990), el rinoceronte negro
(Diceros bicornis) (Mann et Al, 1981) y el rinoceronte blanco (Ceratotherium simun)
(Dalovisio et Al, 1992). Los animales mantenidos en cautividad tiene mAs riesgo de padecer
tuberculosis que los animales libres en su medio ambiente natural, principalmente debido al
estrés y a la masificación (Thoen et Al, 1984; Grange et Al, 1990).
714. TUBERCULOSIS EN PINNÍPEDOS
La enfermedad se ha detectado en el león marino australiano (Neophoca cinerea>, en
la foca peletera de Nueva Zelanda (Arctocephalus forsteri) y en la foca pelotera de Australia
(Arctocephalus pusillus do4ferus) de un parque acuático y salvaje (Forshaw et Al, 1991;
Cousins et Al, 1993). De las lesiones encontradas en el tracto respiratorio o generalizadas se
aisló un microorganismo compatible con M. bovis en función de su actividad en las pruebas
bioquímicas y su patogenicidad, pero con características antigénicas diferenciadas, ya que
todos los aislados carecían de niveles de MPB7O detectables (Cousins et Al, 1993). El mismo
microoganismo se aisló de la tuberculosis pulmonar desarrollada por su entrenador.
M. forruirum (Lewis, 1987), M. smegmañs (Gutter et Al, 1987), AL chelonei (Boever
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et Al, 1976) y M. marinum (Morales et Al, 1985) pueden también afectar a estas especies.
7.15. TUBERCULOSIS AVIAR
La distribución de la micobacteriosis aviar es mundial. Al. avium produce tuberculosis
en probablemente todas las especies de aves. La susceptibilidad a la enfermedad varia entre
especies, afectando especialmente a las aves acuáticas, gallináceas, columbiformes, psitácidas,
paseriformes, rapaces y estrucioniformes (VanderHeyden, 1994). La enfermedad está casi
siempre causada por los serotipos 1, 2, 3, 6 y 8 (Grange et Al, 1990; Gerlach, 1994).
Existen otras micobacterias que pueden ser aisladas de las aves: M. tuberculosis
(Hinshaw, 1933; Ackemunn et Al, 1984; Woerpel et Al, 1983; Hoop eL Al. 1996), AL
genavense, M. fortuitum, Al. gordonae y M. nonchromogenicum (Hoop et Al, 1996). M.
genavense es una micobacteria de crecimiento lento y difícil (Bóttger et ál, 1993), descrita
inicialmente como agente etiológico de infecciones diseminadas en pacientes
inmunocomprometidos (Bóttger et Al, 1992; Hirschel et ál, 1990, Nadal et Al, 1993). Al.
genavense causa el 31% de las micobacteriosis en aves mascotas, frente al 13% originadas
por M. aviuni..
La incidencia de la tuberculosis aviar está influenciada por condiciones ambientales,
factores genéticos y la edad (Cromie a Al, 1991). Es más común cuando la densidad de
población es alta, por ejemplo en vías fluviales, aviarios y colecciones zoológicas, en donde
este microorganismo puede ser la causa de alta mortalidad anual (Cromie et Al, 1991;
VanderHeyden, 1994). La incidencia detectada por necropsia alcanza el 14% y 33% (Montali
et Al, 1976; Keymer et Al, 1982; Cromie et Al, 1991; Juan et Al, 1996). En general en aves
exóticas supera a la incidencia en animales de granja. La aparición de la enfermedad en
animales de más edad se debe al largo periodo de incubación y a un riesgo de exposición
acumulado (Mutalib et Al, 1988). Los cambios en la mortalidad pueden deberse a dos motivos:
(1) si el porcentaje de animales infectados que desarrolla la enfermedad es constante, entonces
un aumento de la infección, según el ambiente esté más contaminado con cepas patógenas
eliminadas por los animales enfermos, provocará un aumento en la mortalidad, y (2) un
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aumento de la susceptibilidad (Cromie et Al, 1991).
Las fuentes de la infección son el suelo y el agua fuertemente contaminados por aves
infectadas. Las micobacterias del complejo MAl se transmiten principalmente por la ruta
fecal-oral, reflejándose en el predominio de lesiones en el tracto gastrointestinal y en el
hígado (VanDerHeyden, 1994). Por una posterior diseminación hematógena alcanzan bazo,
médula ósea, pulmón, sacos aéreos, piel, gónadas y menos frecuentemente, riñón y cerebro
(Montali et Al, 1976; Gerlach, 1994; VanDerHeyden, 1994). Otras vías de infecciónes son la
inhalación o las heridas. Columbiformes y anseriformes desarrollan principalmente lesiones
pulmonares; y una aguda bacteremia puede observarse en gruiformes, columbiformes y
algunas paseriformes.
La micobacteriosis suele presentarse como una enfermedad debilitante crónica, con
escasa respuesta a los antibióticos. Los síntomas clínicos varian ampliamente e incluyen
pérdida de peso, depresión, diarrea, poliuria, disnea, distensión abdominal debida a la
órganomegalia y alteraciones del plumaje, que aparece decolorado. Pueden localizarse masas
subcutáneas, o en el saco conjuntival, ángulo del pico, y orofarínge. Si existe osteomielitis
y artritis se encontrará cojera (Gerlach, 1994; VanDerHeyden, 1994). En gallinas la
enfermedad causa muertes periódicas en los meses de primavera, en pequeñas explotaciones
de animales mantenidos en corrales o libres, alimentados con granos de cereal en el suelo y
con acceso a la hierba (Mutalib, 1988).
Los órganos afectados pueden presentar granulomas (forma tuberculosa típica) o un
aumento difuso (forma atípica). Los centros necróticos de los granulomas no se reblandecen
en las aves, probablemente por una diferencia en el sistema enzimático de los heterófios, y
tampoco existen la caseificación y calcificación distrófica centrales ni la cápsula fibrosa de
las lesiones observadas en los mamíferos (Montali et Al, 1976; VanDerHeyden, 1994). Estas
lesiones redondeadas, irregulares y de tamaño variable, están formadas por el acúmulo de
macrófagos y células gigantes multinucleadas. En su interior aparece un gran número de
bacilos ácido-alcohol resistentes (Mutalib et Al, 1988). La apariencia de las micobacteriosis
es similar a la de las neoplasias, especialmente a los linfomas (Panigrahy et Al, 1983; Juan
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et Al. 1996). Las tbrmas crónicas de la enfermedad se caracterizan por lesiones tuberculosas
muy extensas localmente, pero poco generalizadas; las formas agudas corresponden a
tuberculosis miliar (Juan et Al, 1996). En aves de corral aparece una mezcla de nódulos de
diferentes tamaños, con centro caseoso. Paseriformes, columbiformes, anátidas y psitácidas
suelen revelar pocos cambios macroscópicos y raramente desarrollan granulomas tuberculosos
clásicos, por lo que pueden pasar desapercibidas (Panigrahy ct Al, 1983; Remington, 1993;
Gerlach, 1994; Macwhirter, 1994). Microscópicamente, las lesiones difusas en estas aves se
deben a un aumento histiocitario de los órganos afectados, que contienen un gran número de
bacilos ácido-alcohol resistentes (Montali et ál, 1992; Gerlach, 1994; VanDerHeyden, 1994).
También se han descrito lesiones hepáticas poliquisticas producidas en aves acuáticas por M.
avium (Roffe, 1989).
El diagnóstico antemorten de la tuberculosis aviar es difícil debido a la variación de
los síntomas, no característicos (Panigrahy et Al, 1983), y al escaso valor del análisis
hemático, ya que a menudo las alteraciones presentes en aves con tuberculosis localizada o
diseminada son mínimas (VanDerHeyden, 1994). Los valores de las enzimas tisulares pueden
estar ligeramente aumentados, pero en menor medida que con otras infecciones por bacterias,
virus o clamidias.
La utilización de los tests serológicos es limitada, ya que la respuesta inmune
predominante es de base celular, por lo que los niveles de anticuerpos pueden no estar
correlacionados con la infección. La aglutinación en porta (sude agglutination, SA) puede ser
realizada con un antígeno comercial para la detección del serotipo 2. El test intradérmico con
tuberculina aviar ha sido utilizado en gallinas de granja, pero no se recomienda porque esta
frecuentemente asociado a resultados falsos negativos, principalmente en los estadios inicial
y tardío de la enfermedad, y es siempre negativo en psitácidas infectadas (Gerlach, 1994;
VariDerHeyden. 1994). La anergia de unaintiección exteusa podría también existir en las aves
(Forbes et Al, 1993).
El tratamiento de las micobacteriosis en las aves es controvertido, debido a la falta de
información sobre la efectividad de la quimioterapia y del potencial zoonótico. La terapia
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implica dosis diarias de una combinación de antibióticos utilizados en las infecciones en seres
humanos: etambutol, rifampicina, rifabutina, estreptomicina, azitromicina, claritromicina y
cíprofioxacina (Ritchie, 1990; VanDerHeyden, 1994). M. av¿um suele ser resistente a la
isoniacida. La duración del tratamiento no ha sido determinada, pero es preferible la extensión
del tratamiento al menos a un año, con frecuentes diagnósticos (Snyder et ál, 1994;
VanDerHeyden, 1994). Sin embargo, antes de emprender un tratamiento debe tenerse en
cuenta el pronóstico incierto, la falta de informes sobre la dosificación adecuada, la
eliminación de bacterias y el riesgo potencial para personas inmunocomprometidas y para
otras aves. Estos tratamientos son difíciles de aplicar en aves salvajes o en poblaciones
numerosas y por el momento se han limitado a mascotas (VanDerHeyden, 1994).
La erradicación de esta micobacteriosis es casi imposible debido a la naturaleza
crónica de la enfermedad, la dificultad para detectar los portadores asintomáticos y la
resistencia ambiental de las micobacterias. El control se basa en: (1) eutanasia de los animales
afectados (Forbes et Al, 1993), (2) cuarentenas de hasta un año para los animales que van a
ser incorporados a] aviario, (3) eliminación frecuente del material fecal y desinfección del
suelo, y (4) activos programas de vigilancia, incluyendo tinciones de ácido-alcohol resistencia
y cultivos de lesiones encontradas en las necropsias (Montali et ál, 1992). La protección del
resto de la población con una vacuna está en estudio (Forbes et Al, 1993). El papel que
desempeñan las aves de vida libre en la transmisión de estas micobacteriosis es difícil de
valorar.
Dentro de los programas de control, un resultado rápido y exacto es esencial para la
eliminación del individuo infectado, especialmente cuando los animales implicados son
especies en peligro de extinción, forman parte de programas de cría con fines de
reintroducción en la naturaleza y para la vigilancia de los animales que hayan estado en
contacto. Sin embargo, el cultivo de micobacterias de tejidos de aves es frecuentemente
negativo (Rae et Al, 1992; Remington et Al, 1993; Wilson et Al, 1994) o muy bajo. Los
informes publicados citan tasas de aislamiento entre el 4,5% (Forster et Al, 1988) y el 38%
(Keymer et Al, 1982). Del 40% de las muestras mkroscópicamente positivas no se obtuvo
crecimiento (Hoop et Al, 1996). Entre las posibles razones de los fallos en el cultivo se
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encuentra una escasa viabilidad de los organismos o requerimientos nutricionales específicos
desconocidos.
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II. DIAGNÓSTICO RAPIDO DE
TUBERCULOSIS A PARTIR DE
MUESTRAS CLÍNICAS MEDIANTE
A
AMPLIFICAClON DEL ADN DE LAS
MICOBACTERIAS POR PCR
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Resumen
Las micobacterias de los complejos M. tuberculosis y M. avium-intraceilulare son
microorganismos de crecimiento lento, por lo que la confirmación del dianóstico utilizando
los métodos convencionales requiere al menos 3 meses. Este trabajo describe el desarrollo de
dos métodos de extracción del AUN de las micobacterias a partir de muestras clínicas. Los
métodos combinan el tratamiento de descontaminación con una digestión enzimática, la
inactivación de las micobacterias y una sencilla purificación del AUN para eliminar las
sustancias inhibidoras. El AUN obtenido se amplificó con varias parejas de iniciadores
específicas de género y de especie.
Los protocolos fueron evaluados en muestras clínicas procedentes de ganado vacuno,
caprino, perros, gatos, animales salvajes y aves. Respecto al cultivo, la sensibilidad del
protocolo inicial evaluada en muestras de ganado vacuno fué del 71.4%; y del l(X)% en los
pequeños animales y en las aves. La sensibilidad del protocolo definitivo, evaluada en
muestras de diferentes especies fue del 90,6%. Los tejidos de los animales procedentes de
rebaños libres de tuberculosis fueron negativos.
La metodología descrita puede ser utilizada como una técnica de investigación rápida,
complementaria del cultivo en el diagnóstico de la tuberculosis. La técnica de PCR reduce el
tiempo necesario para el diagnóstico a 2 o 3 días, permitiendo además la detección de
micobacterias no viables, o cuando otras micobacterias de crecimiento rápido están presentes
en la muestra.
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1. INTRODUCCIÓN
La tuberculosis bovina producida por M. bovis es una zoonosis que produce
importantes pérdidas económicas. El método oficial de diagnóstico utilizado en las campañas
de erradicación es la intradermotuberculinización. La revisión de los datos citados en las
revistas especializadas sugiere que su sensibilidad oscila entre el 66 (Wood et Al, 1991) y el
72% (Francis et Al, 1978). La especificidad de la prueba es alta, pero su capacidad para
diagnosticar la infección depende de la prevalencia en el rebaño (Mausner et Al, 1985). La
proporción de ganado positivo, pero sin evidencias de tuberculosis, aumenta cuando el nivel
de infección es bajo (Monaghan eL Al, 1994). AdemAs, la interpretación de la prueba es
subjetiva y los resultados pueden ser falsificados, por lo que es necesario contrastar estos
datos con los obtenidos por otros métodos diagnósticos.
Las micobacterias del complejo M. tuberculosis pueden causar tuberculosis pulmonar,
digestiva o diseminada en perros y gatos (Snider et Al, 1971). Estos animales pueden contraer
la infección al convivir con ganado o seres humanos infectados (Foster et Al, 1986). Los
perros son igualmente sensibles a AL tuberculosis y a M. bovis, pero la mayor parte de los
casos de tuberculosis canina en las ateas urbanas se debe a M. tuberculosis adquirido por
contacto con portadores humanos. Se considera que la tuberculosis en los gatos es
mayoritariamente de origen bovino, generalmente a través de la ingestión de leche o carne
infectada, aunque existen algunos casos de bronconeumonía causada por Al. tuberculosis
(Hawthorne et Al, 1957).
El diagnóstico de esta infección en los animales de compañía es difícil. En los estadios
tempranos la enfermedad se desarrolla en los perros y gatos sin síntomas clínicos, e incluso
animales con lesiones activas y abiertas pueden permanecer asintomáticos largos periodos de
tiempo (Hawthorne et Al, 1957); cuando están presentes, los signos clínicos son inespecíficos
(Clercx et Al, 1992). El test intradérmico carece de utilidad en estos animales, ya que aparecen
tanto falsos positivos como negativos (Hawthorne et Al, 1957). Las lesiones macroscópicas
de tuberculosis en perros y gatos asemejan lesiones sarcomatosas más que los típicos
tubérculos (Anderson, 1971). No se conocen las dosis apropiadas del tratamiento con
tuberculostáticos ni su eficacia. Debido a que suelen presentar lesiones abiertas, pueden
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eliminar bacilos en el esputo, orina y heces (Jarret et Al, 1957), constituyendo un riesgo para
las personas. Debido al peligro potencial y al pobre pronóstico, se recomienda la eutanasia
de los animales infectados.
El complejo Mycobacterium avium-inrracellulare es potencialmente patógeno,
pudiendo infectar a algunos mamíferos y a casi todas las especies de aves (Grange, 1990). El
aislamiento de microorganismos de este complejo no se relaciona necesariamente con
enfermedad, ya que son comunes en el ambiente. También existen otras micohacterias que
pueden aislarse de las muestras aviares (Hoop et ál, 1996).
La confirmación definitiva de la tuberculosis en los animales está basada en el
diagnóstico histopatológico y microbiológico (Jarret et Al, 1957). El diagnóstico
histopatológico es a menudo confuso, especialmete en aquellas muestras que contienen un
número reducido de bacilos. Además, existen otros microoganismos que son capaces de
producir lesiones granulomatosas, semejantes a las encontradas en los animales tuberculosos
(de Lisle et Al, 1993).
El cultivo es el diagnóstico definitivo para la confirmación de la tuberculosis; sin
embargo, este procedimiento requiere de 1 a 3 meses, debido al crecimiento extremadamente
lento de M. tuberculosis, M bovis y M aviutn. Tradicionalmente la identificación se ha
basado en la morfología, características de la tinción y pruebas bioquímicas (Vestal, 1975).
Para la identificación mediante pruebas bioquímicas de los aislados se necesitan 3 semanas
adicionales. La sensibilidad del cultivo no es del 100%, y de algunas muestras clínicas,
incluso con lesiones y microscopia positiva, no se obtiene cultivo (Duffield et Al, 1989; Hoop
et Al, 1996), y en algunos casos puede reducirse al 50% (Daniel, 1990). En los últimos años
se han desarrollado varios métodos rápidos de diagnóstico, como la utilización de sondas de
ADN para la identificación de los complejos Al. tuberculosis y M. avium-intracellulare
(Musial et Al, 1988; David et ál, 1989; Lebrun et Al, 1992). Sin embargo, ésta técnica no tiene
la suficiente sensibilidad para ser aplicada directamente en las muestras clínicas.
Para superar estas limitaciones varios autores han aplicado la reacción en cadena de
162
Introducción
la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) para la detección de microorganismos del
complejo M. tuberculosis. La mayoría de los informes se han centrado en la amplificación de
AUN extraído de muestras de esputos humanos (Tbierry et 41, 1990; Eisenach et 41, 1991;
Buck et 41, 1992; Cousins et ál, 1992; Kocagoz et Al, 1993; Savic et Al, 1992; Beige et 41,
1995), y hay muy pocos estudios de la aplicación del PCR para la detección de AL bovis en
muestras tisulares (Liébana et Al, 1995; Wards et Al, 1995; Aranaz et Al, 1996). Aunque la
técnica es muy eficaz en la identificación de colonias, su sensibilidad decae al ser aplicada
en tejidos.
El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un método de extracción del ADN de
las micobacterias a partir de muestras clínicas de animales que pudiera ser utilizado en la
detección directa de los complejos M. tuberculosis y Al. avium para la confirmación rápida
de estas infecciones. La sensibilidad de los protocolos descritos se evaluó en muestras
artificialmente sembradas, así como en muestras obtenidas de diferentes especies animales.
Los resultados del PCR directo se compararon con los obtenidos con los métodos de cultivo
e identificación convencionales.
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2. MATERIAL Y MÉTODOS
2.1. INFORME DE LOS ANIMALES Y RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
Las muestras utilizadas en este estudio proceden de diferentes especies animales, y
recibidas en el Laboratorio de Micobacterias (Departamento de Patología Animal 1, Sanidad
Animal, Facultad de Veterinaria de Madrid) para el diagnóstico definitivo de tuberculosis. En
todos los casos se recogió material patológico para la tinción específica de micobacterias,
cultivo, y para la extracción directa del ADN a partir de la muestra y posterior amplificación
mediante la PCR. El planteamiento general de trabajo aparece esquematizado en la figura 1.
2.1.1. Ganado vacuno y caprino
La mayor parte de las muestras de ganado vacuno estudiadas proceden de las
campañas de erradicación de esta infección en las Comunidades Autónomas de Catalunya y
Madrid. Un reducido número fueron enviadas desde Cantabria, León y Guadalajara. Se
incluyó un grupo control de animales negativos procedentes de un rebaño libre de
tuberculosis. Las muestras se recogieron en el matadero, en donde la necropsia de los
animales se realizó siguiendo la técnica recomendada (Comer et Al, 1990). Se seleccionó el
material lesionado, y en los casos en los que no se detectaron lesiones macroscópicas visibles
se recogieron los ganglios linfáticos mediastínicos, bronquiales y retrofaríngeos, así como
pulmón.
Las muestras de cabras proceden de explotaciones situadas en las Comunidades
autónomas de Cataluña y Madrid que participaron en diversos estudios de evaluación de la
prueba de interferón-gamma (Rothel et Al, 1990) en el ganado caprino (Vidal et Al, 1995).
2.1.2. Perros y gatos
Las muestras pertenecieron a 9 animales, cuatro perros y cinco gatos, de propietarios
particulares. Los signos clínicos más significativos de estos animales consistieron en anorexia,
vómitos, pérdida progresiva de peso, fiebre intermitente, aletargamiento, disnea e hipertrofia
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de ganglios linfáticos. Los propietarios de dos de los animales habían tenido tuberculosis
anterior al desarrollo de la enfermedad en sus animales de compañía. Los datos más
relevantes de la anamnesis y de los síntomas clínicos aparecen resumidos en la tabla 11.1. Dc
estos animales, ocho fueron necropsiados en el Departamento de Patología Animal II de la
Facultad de Veterinaria de Madrid, en donde también se realizó su estudio histológico; la
muestra de otro animal fue enviada desde una clínica veterinaria como biopsia.
2.1.3. Animales salvajes
Dentro del estudio se incluyó un limitado grupo de muestras procedentes de animales
salvajes taxnbien susceptibles de padecer esta infección. Las muestras consistieron en pulmón
y ganglios linfáticos de dos ciervos (Cervus elap/ws), y de ganglios linfáticos o granulomas
articulares de 4 jabalíes (Sus scrofa) del Parque Natural de Monfraglie (Cáceres).
2.1.4. Aves
En el estudio se investigaron asimismo varias muestras de tejido hepático y
granuloma.s subcutáneo y articular de aves recibidas en el laboratorio para la identificación
del agente causal (Tabla 11.2.), incluyendo animales dedicados a la producción, procedentes
de propietarios particulares y animales salvajes. También se procesaron 12 muestras de heces
de nidos de águilas.
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Material y métodos
2.2. BACTERIOLOGÍA
Las muestras se conservaron congeladas a -800C para evitar la pérdida de viabilidad
de los bacilos. Para su procesamiento se descongelaron y mantuvieron a 4V. Siempre se
conservo una parte de la muestra congelada para la repetición del análisis en caso de que el
cultivo fuese negativo. Todas las operaciones que implicaban riesgo biológico se realizaron
en una cabina de flujo laminar Bio-II-B <Telstar) utilizando medidas de protección personal
(bata, mascarillas y guantes desechables). El material utilizado (placas Petri, hqjas de bisturí.
pipetas pasteur, tubos de centrífuga, tubos eppendorf, puntas de pipeta, etc...) era estéril y
antes de eliminarlo se esterilizó en autoclave a 1210C durante 20 minutos. La esterilización
del mango del bisturí, pinzas y asa de platino se realizó en un sterilbio (PACISA). Como
desinfectante rutinario se utilizó una solución de fenol al 5% o Virkon (Antec mt. Suffolk).
2.2.1. Observación microscópica directt tinción de fluorescencia
Para la observación microscópica directa rutinaria se eligió la tinción de fluorescencia
porque permite revisar un mayor número de campos en el mismo tiempo y se detectan más
fácilmente las micobacterias. Las improntas realizadas a partir del tejido se secaron al aire y
se fijaron al mechero. Se tiñeron con auramina fenolada siguiendo el método de Smithwick
(1976). Cada preparación se cubrió durante 15 minutos con una solución de auramina
fenolada filtrada, preparada con 0,1 g de auramina O (Sigma Chemical Co., St. Loius, MO)
en 10 ml de etanol al 96%, mezclada con una disolución de 3 g de cristales de fenol (Sigma
Chemical Co.) en 87 ml de agua destilada. Se eliminó el resto con agua. Posteriormente se
cubrió con la solución decolorante (0,5% de ácido clorhídrico concentrado en etanol al 70%)
durante 2 minutos y se lavó con agua. Se añadió durante unos segundos fucsina fenicada del
método Ziehí Neelsen como tinción de contraste, eliminando el sobrante con agua y dejando
secar al aire. Las tinciones se examinaron a 400 aumentos en un microscopio de fluorescencia
de transmisión (Nikon). Cada porta se revisó durante 10 minutos barriendo en zigzag toda la
preparación. Los bacilos ácido-alcohol resistentes aparecen amarillos sobre un fondo tisular
de color rosa fuerte. El informe del resultado se hizo principalmente cualitativo (positivo o
negativo) y en algunos casos también cuantitativo, según el número de bacilos ácido-alcobol
171
l)iagn6stico de uherculosis en muestras clínicas por PCR
resistentes encontrados en la preparación.
2.2.2. Cultivo
El telido se fragmentó en pequeños trozos con ayuda de hojas de bisturí y se
homogeneizó con agua ultrapura estéril (ultra pure water system, Earnstead). en un
homogeneizador tipo stomacher (IIJL Ltd) durante 10 minutos. Se aplicaron dos métodos de
descontaminación difeirntes.
a. Descontaminación por el método de Tacquet y Tison
La homogeneización se realizó con aproximadamente 5 gramos del tejido en 4,5 ml
de agua. Dos alícuotas de este homogeneizado, de 2 ml cada una, se descontaminaron con el
método propuesto por Tacquet et ál (1961). Siguiendo éste, se añadieron 3 ml de la solución
descontaminante de hidróxido sódico 1 %-laurilsulfato sódico (Sigma Chemical Co.) 3%,
agitando suavente y dejando actuar 30 minutos a temperatura ambiente. Se neutralizaron con
una solución estéril de ácido ortofosfórico al 8,75% (pH 1,8), utilizando púrpura de
bromocresol como indicador hasta alcanzar un pH aproximado a 6,8 (viraje a gris-amarillo).
b. Descontaminación por el método de Comer y Trajstman
Cada homogeneizado de 2 g del tejido en 10 ml de agua se descontaminó con cloruro
de hexadecilpiridinium (HPC). Siguiendo el método propuesto por Comer et ál (1988), se
añadió a éste el mismo volumen (10 mi) de una solución al 0,75% de HPC (Sigma Chemical
Co.) y se mantuvo en agitación un periodo de tiempo máximo de 30 minutos, ya que no es
conveniente que las micobacterias permanezcan en contacto con el HPC más de 1 hora en
total.
Las mezclas procedentes de los dos métodos de descontaminación se centrifugaron a
3.500 r.p.m. durante 30 minutos en una centrífuga Sigma 3-10. Del sedimento de la alícuota
descontaminada por Tacquet y Tison se sembró, con pipetas pasteur de plástico, 0,25 ml en
la superficie de cada medio de cultivo. El sedimento obtenido con HPC se sembró utilizando
hisopos estériles.
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c. Medios de cultivo
Los medios de cultivo utilizados fueron Coletsos (Coletsos, 1971) y Lówestein-Jensen
(Ldwenstein, 1953) adquiridos a BioMedies y a bioMérieux (Merci l’Étoile, France). Las
muestras de las aves se cultivaron también en el medio Middlebrook Bacto mycobacteria
7H11 agar (Difco Laboratories, Detroit, MI). Las composiciones se detallan a continuación:
Coletsos, fórmula para 1.600 ml de medio:
Fosfato monopotásico 2,4 g
Sulfato magnésico 0,24 g
Citrato magnésico 0,5 g
Asparaginanatural 3,óg
Piruvato sódico 1,6 g
Glutamatosódico 1,6 g
Azul dc tornasol 0,4 g
Solución oligodinámica de Bertlxelot 1,6 g
Oseínaal4% 160m1
Cenizas de antracita 0,16 g
Féculade patata 0,16 g
Verde malaquita al 2% 16 ml
Glicerinabidestilada 12 ml
Agua destilada 440 ml
Huevos completos 800 ml
Yemas de huevo solas 200 ml
Coletsos selectivo, con lincomicina (2 ¡sg/mí), ácido nalidíxico (35 ¡sg/mí) y cicloheximida
(400 ¡sg/mí).
Lówestein-Jensen, fórmula para 1.600 ml de medio:
Fosfato monopotásico 2,50 g
Sulfato magnésico 0,24 g
Citrato magnésico 0,60 g
Asparagina 3,60 g
Fécula de patata 30 g
Verde malaquita 0,40 g
Huevos completos 1000ml
Middlebrook Bacto mycobacteria 7H11 agar, para 1 litro:
Digestivo pancreático de caseina 1 g
Sulfato amónico 0,5 g
Fosfato monopotásico 1,5 g
Fosfato disódico 1,5 g
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Ciuato sédico ..0,4g
Sulfatomagnésico .0,05 g
Ácido L-glutámico .0,5 g
Citrato amónico fénico 0,04 g
Piridoxina ... ¡mg
fliotina 0,5 mg
Verde malaquita .1 mg
Bactoagar .15 g
Los tubos se incubaron en estufas Wulkex a 28, 37 y 420C. Los tubos inoculados con
las alícuotas descontaminadas con NaOH y SDS se mantuvieron las primeras 48 horas
inclinados y con el tapón parcialmente desenroscado, de forma que el líquido cubriera toda
la superficie del medio y que se evaporara el exceso de éste. Todos los tubos se revisaron
semanalmente, hasta el 50 mes, para comprobar la existencia de colonias.
2.2.3. Identificación
a. Comprobación de la ácidoalcohol resistencia del cultivo: Unción de Ziehí-Neelsen
Para comprobar la presencia de bacilos ácidoalcohol resistentes se realizaron tinciones
de Ziehí-Neelsen a partir de los tubos con colonias sospechosas de ser micobacterias. Para la
confirmación de los cultivos se prefirió esta tinción, ya que es la tradicionalmente aceptada
para demostrar esta característica.
Los portas con la extensión de colonias se colocaron sobre unas varillas y se cubrieron
con fucsina de Ziehí, calentando la parte inferior hasta que emitieron vapores 3 veces,
evitando que la preparación llegase a hervir o se secara. La fucsina de Ziehí se preparo
licuando por calentamiento 5 g de cristales de fenol en 90 ml de agua y añadiendo 10 ml de
una solución saturada de fucsina (fucsina básica al 3% en etanol de 950)• Los portas se
lavaron con agua y se añadió como decolorante ácido clorhídrico al 3% en etanol, dejándolos
cubiertos durante 3-5 minutos. Tras este tiempo, se enjuagaron con agua y se tiñeron con una
solución de azul de metileno hidrosoluble al 0,3% durante 30-60 segundos. Se aclararon de
nuevo con agua y se dejaron secar al aire. La visualización se realizó en un microscopio
óptico a 1.000 aumentos. Las micobacterias se observaron rosa fuerte, mientras que otras
bacterias habrían aparecido de color azul.
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b. Identificación convencional
El primer paso en la identificación tradicional de las micobacterias comprende la
observación en los cultivos de una serie de características macroscópicas y de la velocidad
de crecimiento. Estos datos permiten encuadrar éstos en un determinado grupo para realizar
las pruebas bioquímicas convencionales características de cada uno (Vestal, 1975).
Principales características macroscópicas
La morfología de las colonias varía dependiendo del medio en que se desarrollen. En
medio sólido con base de huevo, M. tuberculosis suele producir colonias rugosas, irregulares,
con aspecto de migas de pan. M. bovis puede presentar colonias rugosas o lisas abombadas,
más pequeñas. La mayoría de las micobacterias atípicas producen colonias lisas. Cuando el
crecimiento es exuberante se denomina eugónico, cuando es pobre disgónico.
Para la observación de la formación de cordones (cord factor) se debe realizar una
tinción de Ziehí-Neelsen del cultivo en suspensión en el agua de condensación de un tubo de
medio. Las micobacterias del complejo M. tuberculosis forman unos cordones, quedando
agrupadas unas junto a otras, debido a la presencia de un lípido denominado dimicolato de
trehalosa.
La pigmentación de las colonias se comprueba sembrando dos tubos de medio de
cultivo a partir de las colonias sospechosas. Cuando presentan crecimiento se expone uno de
ellos a la luz (lámpara de 60 vatios, durante 1 hora) y se reincuba otras 24 horas a la
temperatura óptima de crecimiento. Al cabo de este tiempo, en las colonias de algunas
especies se puede observar la presencia de un pigmento amarillo-naranja; la especie es
fotocromógena si es solamente en el tubo expuesto a la luz o escotocromógenas, si es en
ambos tubos. Si no presentan pigmento se las considera no cromógenas.
La velocidad de crecimiento diferencia las micobacterias que tardan más de 7 días en
crecer (especies de crecimiento lento) de las que producen colonias visibles en menos de ese
tiempo (¡nicobacterias de crecimiento rápido).
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Pruebas bioquímicas
Las pruebas bioquímicas más importantes utilizadas para la identificación de los
crecedores lentos, en los que se encuadra el complejo M. tuberculosis, son la acumulación de
niacina (Konno, 1956), la reducción de los nitratos (Virtanen, 1960), la hidrólisis del Twecn
80 (Wayne et ál, 1964), la prueba de la arylsulfatasa (Kubica et ál, 1961) y la resistencia al
TCH (Harrington et ál, 1966). Estas pruebas presentan varios inconvenientes; el primero de
ellos es la necesidad de un crecimiento abundante para su inoculación, el segundo son los
tiempos de incubación excesivamente largos, que en algunas pruebas alcanza 15 días, y el
tercero que son bastante complicadas, poco fiables y variables. Por estos motivos, actualmente
se utilizan las sondas para la identificación de los complejos M. tuberculosis y M. aviutn-
intracellulare, reservando las pruebas bioquímicas para la diferenciación dentro de éstos y
para la identificación de las micobacterias atípicas.
Para la diferenciación de M. tuberculosis y M. bovis se utilizó la prueba de los
nitratos, que permite detectar la presencia de la enzima nitrato-reductasa. El procedimiento
consiste en la inoculación de un asa cargada en 2 ml de la solución de nitratos estéril (0,085
g de NO3Na, 0,117 g de KH2PO4 y 0,485 g de Na1HPOvl2H,Oen 100 ml de agua
destilada), y su incubación a 370C durante 2 horas. Al añadir 1 ml de las soluciones A (0,08
g de ácido sulfanílico en 3 ml de ácido acético y 100 ml de agua destilada) y B (0,08 g de
a-naftilamina en 3 ml de ácido acético y 100 ml de agua destilada) el color rojo-violeta indica
positividad (M. tuberculosis) y el color pálido o rosa claro indica negatividad (M. bovis); en
este caso debe añadirse polvo de zinc para comprobar si quedan nitratos o están
completamente reducidos a nitrógeno. En cada prueba se utilizó un control positivo (M.
fortuitum) y un control negativo (agua destilada estéril).
Identificación mediante sondas
Se utilizó la sonda de ADN AccuprobeTM Mycobacteriurn tuberculosis complex culture
identífication tesr (Gen-Probe, San Diego, CA), para la identificación de este complejo en los
cultivos, siguiendo las recomendaciones y utilizando los reactivos suministrados por el
fabricante (reactivos de lisis, de hibridación, de selección y la sonda).
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Esta prueba se basa en la propiedad de dos cadenas de ácido nucleico complementarias
para alinearse específicamente y asociarse formando una doble cadena estable (Kohne et ál,
1984). El sistema AccuprobelM utiliza una sonda de ADN monocatenario marcada con una
sustancia quimioluminiscente; estasonda es complementaria del ARN ribosómico liberado por
la lisis de los organismos del complejo M. tuberculosis, formando ambos un híbrido
ADN:ARN estable que puede ser medido en un luminómetro Gen-Probe. Esta sonda no
reacciona con micobacterias atípicas.
Cada muestra se preparó suspendiendo un asa del cultivo a identificar en un tubo con
perlitas de vidrio, 100 ¡‘ del reactivo de lisis (solución tamponada con azída de sodio al
0,04%) y 100 ¡sI del reactivo de hibridación, agitando brevemente. Para liberar el ARN, se
sonicó durante 15 minutos y se calenté 10 minutos a 95%? en un bloque térmico.
Posteriormente, se transfirieron 100 ¡sI de cada producto sonicado a un tubo que contenía la
sonda, incubándolo 115 minutos a 60%? para permitir una hibridación específica. La adición
de 300 pl del reactivo de selección, agitando energicamente e incubando 5 minutos a 60%?,
permitió la diferenciación de la sonda hibridada de la no hibridada. Las lecturas de la
quimioluminiscencia se realizaron en un lector PAL/AcCULDRTM, considerándose positivos
los valores superiores al punto de corte de 900 PAL (unidades de medida de luz del
PAL/AccuLDRTM), negativos los inferiores a 300 PAL y dudosos los situados entre éstos. En
cada prueba se utilizaron cultivos conocidos de M. tuberculosis y /4 avium como controles
positivo y negativo, respectivamente.
2.3. IDENTIFICACIÓN EN MUESTRAS CL1NICAS DE ORGANISMOS DEL
COMPLEJO Al. tuberculosis y M. avium-intracellulare POR PCR
2.3.1. Desarrollo de una técnica de extracción del ADN a partir de muestras tisulares
Con el fin de establecer las condiciones necesarias para la extracción del ADN a partir
de muestras clínicas, se realizaron unas valoraciones previas sobre el efecto del método de
descontaminación y de la inactivacién, la pérdida de ADN en la centrifugación y la
efectividad de la tripsina y de la proteinasa K.
177
bisgnóstico de tuberculosis en muestras ciliticas por PCR
a. Muestras utilizadas
Para estas determinaciones se utilizaron las muestras del hígado del perro caso número
1 (Uno H), de ganglio linfático (P4g) y de pulmón (P3p) de dos vacas, cuyas lesiones eran
compatibles con tuberculosis, positivas a la tinción directa con auramina y cultivos también
positivos.
b. Desarrollo de la técnica
Aproximadamente 7 g de cada muestra se homogeneizaron con 7 ml de agua
(guardando las proporciones utilizadas para el método de Tacquet y Tison). Los
homogeneizados de cada muestra se repartieron en 3 tubos de centrífuga, 2 ml en cada uno,
que se procesaron de tres formas distintas. Las dos primeras alícuotas se descontaminaron por
el método de Tacquet y Tison, se centrifugaron a 3.500 r.p.m. durante 30 minutos en una
centrífuga Sigma 3-10 y se retiraron los sobrenadantes. El sedimento de la primera de ellas
se inactivó a 75%? 1 hora y se centrifugó posteriormente a 12.000 r.p.m. durante 1<) minutos
en una centrífuga Eppendorf 5415-C, conservando por separado tanto el sedimento como el
sobrenadante. El sedimento de la segunda alícuota no se trató térmicamente y tras una
centrifugación a 12.000 r.p.m. durante ¡0 minutos se seleccionó únicamente el sedimento. La
tercera alícuota se centrifugó directamente, sin descontaminar, y el sedimento se inactivó 1
hora a 75%? antes de la centrifugación a alta velocidad, de la que también se .seleccionó el
sedimento. Estos cuatro productos de cada muestra se trataron con 150 ~‘Jde proteinasa K (1
mg/mí) 1 hora a 560C, se purificaron con Magic o WizardTM Minipreps DNA Purification
System (Promega Corp. Madison, WI) y el ADN extraído se amplificó por PCR como se
detallará posteriormente.
Así mismo, y partiendo de la mismas muestras, se realizó un experimento en paralelo
en otras dos alícuotas de cada muestra preparadas en las mismas condiciones, pero en las que
se sustituyó el paso de la descontaminación por una incubación de 90 minutos a 370C con
tripsina, añadiendo a cada homogeneizado 5 veces su volumen de tripsina 0,25%.
Posteriormente se centrifugaron a 3.500 r.p.m. 30 minutos. El sedimento de una de las
alícuotas de cada muestra se inactivó a 750C durante 1 hora, se centrifugó a alta velocidad
y se conservó el sedimento y e] sobrenadante. El sedimento de la segunda no se inactivó y
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tras la centrifugación a 12.000 r.p.m. se guardó el sedimento. Estos tres productos de cada
muestra se purificaron utilizando WizardTM Minipreps DNA Purification System (Promega)
y el ADN extraído se amplificó por PCR como se detallará posteriormente.
El protocolo de extracción se decidió en función de los resultados alcanzados con las
distintas fracciones. El sedimento del método que implicaba la descontaminación de la
muestra con NaOH y SDS más tratamiento térmico, obtuvo los mejores resultados respecto
al ADN extraído y limpieza de la muestra, y por consiguiente, fue el aplicado a las muestras
tisulares.
2.3.2. Evaluación del protocolo inicial de extracción del ADN a partir de las muestras
El esquema general de los protocolos de extracción del ADN aparece esquematizado
en la figura 11.2.
a. Muestras utilizadas en el estudio
El método de extracción desarrollado se evaluó en muestras de 100 vacunos
clasificados en dos grupos. El grupo 1 incluyó 81 animales procedentes de rebaños infectados
y que habían sido positivos en el test de la tuberculinización intradérmica o en test del ¡FN-
gamma. El grupo 2 estuvo formado por 19 animales de rebaños libres de la infección,
negativos a ambos tests y que no presentaron lesiones macroscópicas en la necropsia.
También se utilizó para el diagnóstico de tuberculosis en las muestras de penos, gatos y aves
recibidas.
b. Protocolo utilizado (Figura 11.3)
Los sedimentos de la centrifugación a 3.500 r.p.m. durante 30 minutos de las
alícuotas descontaminadas por el método de Tacquet y Tison se inactivaron a 75%? durante
una hora en un baño de agua. Los productos inactivados se transfirieron a tubos eppendorf,
se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos en una centrífuga Eppendorf 5415-C y
se descartaron los sobrenadantes. Los sedimentos, en donde debían encontrarse todas las
células, se lavaron para eliminar los restos de las soluciones de descontaminación con 1 ml
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de agua destilada estéril y se centrifugaron de nuevo en las mismas condiciones. Tras retirar
los sobrenadantes, los sedimentos se resuspendieron en 150 a 300 ¡si de una solución de
proteinasa K 1 mg/ml (Sigma Chemical Co.) en TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH
8), y se incubaron a 56%? durante 1 hora en un baño de agua. En cada serie de muestras se
procesaron un control positivo (50 ¡sí de una dilución 1 0~ de una suspensión de M. bovis
aproximada al n0 5 de MacFarland) y uno negativo (agua destilada estéril).
Posteriormente, las muestras se hirvieron 5 minutos para desnaturalizar las proteínas
y romper completamente las células bacterianas, y se dejaron 5 minutos más a temperatura
ambiente. Tras una nueva centrifugación a 12.0% r.p.m. se seleecionó el sobrenadante,
pasándolo a un nuevo eppendorf, para llevar a cabo la purificación del ADN.
La purificación del ADN se realizó utilizando el sistema WizardJM Minipreps DNA
Purification System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Acada sobrenadante
obtenido del proceso de extracción se le añadió 1 ml de resma cargada positivamente
(proporcionada por el fabricante), invirtiendo varias veces el eppendorf y dejándolo en
contacto al menos 5 minutos para que el ADN se ligase a la resma. Al cabo de este tiempo,
se pasó cada mezcla a unas jeringuillas de 2 ml acopladas en su cono a las minicolumnas, y
se hizo pasar el líquido apretando suavemente con el émbolo. Para eliminar los restos
celulares, las minicolumnas se lavaron pasando 2 ml de la solución de lavado (NaCí 90 mM,
Tris-HCI 9 mM, pH 7,5, EDTA 2,25 mM, pH 7,5, 55% de etanol) por las jeringuliJas. Las
mínicolumnas se secaron por centrifugación a 12.000 r.p.m. durante 2 minutos para eliminar
los restos de la solución de lavado. Finalmente, el ADN se eluyó con 50 ¡sí de agua ultrapura
estéril tratada con dietilpirocarbonato (Sigma Chemical Co.) al 0,1%, centrifugando de nuevo
a 12.000 r.p.m. 20 segundos. El ADN purificado se conservé a 40C.
2.3.3. Amplificación del ADN
El ADN obtenido y purificado se sometió a la amplificación mediante PCR con los
cuatro grupos de oligonucleótidos iniciadores (Tabla 11.3). Para evitar contaminaciones, los
tubos de las reacciones de PCR se prepararon en una cabina de flujo laminar situada en un
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laboratorio separado de] utilizado para la Bacteriología y la extracción del ADN. Asimismo,
todo el material utilizado (pipetas, gradillas, tubos, etc...) se dedicó exclusivamente para este
propósito y las puntas de pipeta estériles utilizadas estaban provistas de filtro. Las soluciones
y reactivos necesarios, así como los tubos ya preparados, se conservaron a -20%? alejados de
ADN y productos de ADN ya amplificado.
a. Detección de la 1S6110
Con los oligonucleótidos iniciadores 1541 e 1543 (Plikaytis et ál, 1991) se obtiene un
producto de amplificación de 317 p.b.. Los tubos para la detección de la 1S6110 fueron
cedidos por la empresa Pharma Gen, S.A. (Tres Cantos, Madrid) e incluyeron un plásmido
recombinante construido por mutagénesis dirigida por oligonucleótidos, utilizando el sistema
Muta-Gene In Vitro Mutagenesis Kit, versión 2 (BIO-RAD). Este plásmido control, pPGIO,
contiene las secuencias de los oligonucleótidos 1541 e 1S43 en cadenas opuestas y separadas
1.250 p.b.. Se utilizó como control interno de la reacción de PCR para la detección de falsos
negativos producidos por sustancias inhibidoras.
En cada tubo de 45 pl, utilizando condiciones estandar (1,5 mM de MgCI2, 2,5 u Taq
polimerasa de Promega), se inocularon 5 ¡sI del ADN extraído de las muestras. La
amplificación se realizó en el Thermal Sequencer (Pharmacia), en el PTC~100TM
Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc., Watertown, MA) o en el MiniCycle¿M
Programmable Thermal Controller (MS Research, Inc.). Los ciclos de temperatura aplicados
consistieron en una desnaturalización a 94%? durante 10 minutos, seguida 30 ciclos de
desnaturalización a 94
0C durante 2 minutos, hibridación a 68%? 2 minutos y extensión a 720C
2 minutos, más una extensión final a 72%? durante 10 minutos. Los tubos se conservaron a
4%? hasta la realización de la electroforesis.
b. Detección del gen que codifico el ARNr 1ÓS
Los iniciadores MYCGEN-F, oligonucleótido universal 246 (Edwards a ál, 1989) y
MYCGEN-R, inverso y complementario de la secuencia 264 (Bóddinghaus et al, 1990)
amplifican un framento de 1.030 p.b. especifico del género Mycobacterium. Estos
oligonucleótidos se encargaron a Boebringer Mannheim (Ebersberg, Alemania)
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Los componentes para una reacción, en un volumen de 20 pl, fueron 2,5 pl de buifer
lOx (Tris-CH 200 mM, pH 8,55, (NH4SSO4 160 mM, 1,5 g ASB/ml) (Bioprobe Systems,
Montreuil sous Bois, France), 2 ¡sí MgCI2 25 mM (Bioprobe Systems), 1,5 ¡sí de los
iniciadores MYCGEN (35 ng GEN-F y GEN-R/pl), 0,1 pl de la enzima BIOTAQTM 5 uI¡sl
(Bioprobe Systems), 2 ¡sí de 2’deoxinucleósido 5’trifosfatos 2,5 mM cada uno (Ultrapure
dNTP set, Pharmacia), en 11,9 ¡sí de agua ultrapura estéril. Cada tubo se cubrió con 50 pl de
aceite mineral (Sigma Chemical Co.) para evitar la evaporación y se conservaron a -20%?
hasta el momento de st~ utilización.
La enzima utilizada, BIOTAQTM, es una polimerasa de ADN de Thermus aquaticus
sin la porción N-terminal de la enzima de longitud total. El peso molecular calculado por
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS es 60-65.000 daltons. Esta delección la hace
más estable frente al calor sin afectar a su actividad. La exposición repetida a 98%? en el
buffer de la reacción no disminuye la actividad enzimática, mientras que la enzima de
longitud total no soporta estos tratamientos. El buffer de almacenamiento es Tris-CIH 20 mM,
pH 8,55, (NH4)2504 50 mM, EDTA 0,1 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, ThesidM al 0,5% y
50% y/y de glicerol (Byoprobe Systems).
En cada tubo se inocularon 5 ¡sí del ADN extraído a partir de las muestras de los
animales. La inoculación de los tubos se realizó en el laboratorio de Bacteriología. Las
reacciones se llevaron a cabo indistintamente en un PTC- 100TM Programmable Thermal
Controller (MJ Research Inc.) o en un MiniCyc]er
TM Programmable Tbermal Controller (Mi
Research Inc.) situados en un tercer laboratorio, donde se trabajó con el producto amplificado.
Se utilizaron los siguientes ciclos de temperatura: desnaturalización a 94%? durante 10
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalización a 94 0C durante 30 segundos, hibridación
a 60%? durante 2 minutos y extensión a 720C durante 3 minutos, terminando con una
extensión final a 72%? durante 10 minutos. Los tubos se mantuvieron a 4%? hasta la
realización de la electroforesis. Se comprobó el perfecto funcionamiento de cada lote de tubos
inoculando un control positivo (M. bovis aislado en el laboratorio) y un control negativo (agua
ultrapura estéril).
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En los casos en los que la especie de micobacteria no pudo ser identificada, el
fragmento amplificado del gen ARNr 165 (Bóddinghaus et ál, 1990) fue secuenciado por C.
Pascual y M.D. Collins (Institute of Food Research, Reading Laboratory) utilizando el
Sequenase version 2.0 sequencing kit (U.S. Biochemical Corporation, Cleveland, O) siguiendo
el protocolo de Hutson et U (1993).
e. Detección del gen que codifica la MPB7O
Los iniciadores utilizados, TB1-F y TB2-R generan un producto de 372 p.b. en todos
los miembros del complejo M. tuberculosis (Cousins et ál, 1991).
Preparados en las mismas condiciones y con las mismas precauciones que los
anteriores, los componentes para una reacción de 20 ¡sí, son 2,5 ¡sí de buffer lOx (Bioprobe
Systems), 2 ¡sí de MgCl2 25 mM, 1 pl de los iniciadores TE 1 sintetizados por Boehringer
Mannheim (20 ng TEl -F y TEl -RJ~il), 0,1 ¡sí de la enzima EIOTAQTM 5 u/pl (Bioprobe
Systems), 2 ¡sí dNTPs 2,5 mM cada uno (Ultrapure dNTP set, Pharmacia), en 12,4 ¡sI de agua
ultrapura estéril. Cada tubo se cubrió con 50 pl de aceite mineral (Sigma Chemical Co.) para
evitar la evaporación y se conservaron a -20%? hasta el momento de su utilización.
Estos tubos se inocularon también con 5 ¡sí del ADN extraído de las muestras. El
programa de temperatura y los termocicladores utilizados fueron idénticos a los de la
detección del gen del ARNr 165. Al igual que en el caso anterior, se comprobó el correcto
funcionamiento de cada lote de tubos utilizando ADN extraído de una cepa de M. bovis
aislada en el laboratorio como control positivo y agua ultrapura estéril como control negativo.
d. Detección de fragmentos específicos de M. avium-intracellu¡are
Este sistema incluye una combinación de iniciadores dirigidos al gen que codifica el
ARNr láS; los iniciadores 246 (MYCGEN-F) y 264 (MYCGEN-R), específicos para el
género Mycobacterium. el iniciador MYCAV-R, específico para M. avium y el MYCINT-F,
especifico para M. intracellulare (Wilton et U, 1992). Estos iniciadores hibridan en la misma
región del gen, pero en direcciones opuestas. La amplificación del genoma de M. avium con
los iniciadores MYCGEN-F y MYCAV-R genera un fragmento de 180 p.b.. La amplificación
183
I)iaguóstico de tuberculosis en muestras chineas por PGR
de M. intracellulare con los iniciadores MYCINT-F y MYCGEN-R produce un fragmento de
85<) p.b.. Los oligonucleótidos se solicitaron también a Boebringer Mannheim.
Las reacciones se desarrollaron en 25 pl, incluyendo 2,5 ¡sí de buifer lOx (Tris-CIH
200 mM, pH 8,55, (NH4)2S04 160 mM, 1,5 g BSAImI) (Bioprobe Systems), 2 pl MgCI2 25
mM (Bioprobe systems), 1,5 ¡sí de los iniciadores MYCGEN (35 ng GEN-F y GEN-RIpl), 1
pl de MYCAV (5<> ng/pl), 1,5 ¡sí de MYCJNT (50 ng/pl), 0,] pl de la enzima BIOTAQrM 5
u/pl (Bioprobe systems), 2 pl de dNTPs (Ultrapure dNTP set, Pharmacia) 2,5 mM cada uno,
en 9,4 pl de agua ultrapura estéril. Cada tubo se cubrió con 5<) pI de aceite mineral (Sigma
Chemical Co.) para evitar la evaporación y se conservaron a -20%? hasta el momento de su
utilización. En cada tubo se inocularon 5 pl del ADN extraído a partir de las muestras de los
animales. El programa de temperatura y los termocicladores utilizados son los anteriores.
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2.3.4. Detección de los productos amplificados en gel de agarosa
La detección del producto amplificado mediante electroforesis se realizó en un tercer
laboratorio para evitar contaminaciones con estos productos. Las bandas se observaron en
geles de agarosa Molecular Biology Certified Agarose, Ultra Pure DNA Grade (BioRad
Laboratories, Richmond, CA) al 2% en TAE (Tris-acetato 4<) mM, EDTA 1 mM, pH 8),
cargando 5 pl del producto más 5 ¡sI de tampón de carga (glicerol al 10% y azul de
bromofenol 0,08% en TAE). Fueron sometidas a electroforesis a 100 y durante (>,6 horas
utilizando la fuente Model 200/2.0 Power Supply (BioRad Laboratories). Los geles se tiñeron
con bromuro de etidio (0,5 ¡sg/mí) durante 45 minutos y se fotografiaron en un
transiluminador Reprostar II I~CAMAG, Muttenz, Suiza) con luz ultraviloeta, con una MP4
Land Camera (Polaroid) utilizando película 667 (Polaroid).
2.3.5. Southern blotuing e hibridación
El Southern blotting y la hibridación (Maniatis et ál, 1989) se realizó en una muestra
de cada animal con dos objetivos: (1) confirmar la especificidad de las reacciones de PCR,
y (2) comprobar si esta técnica tiene mayor sensibilidad que el gel de agarosa para detectar
el producto amplificado.
a. Hibridación con sondas marcadas con
Este protocolo se aplicó en los fragmentos amplificados de las muestras de ganado
bovino. Tras la electroforesis, los geles se lavaron en agua y se incubaron 2 veces durante 2<>
minutos a temperatura ambiente en una solución NaCí 1,5 M y NaOH 0,5 M, y dos veces
durante 30 minutos en NH4Ac 1 M, NaOH 0,02 M. Los fragmentos de ADN amplificados se
transfirieron por capilaridad con NH4Ac 1 M a membranas de nylon (Promega). El DNA se
fijó a la membrana con luz U.V. Se prehibridaron 3 horas en 6x SSC (NaCí 0,6 M, citrato
sódico 0,06 M)-5x Solución Denhardt (lx es 0,02% Ficoll-0,02% polivinilpirrolidona-0,02%
albúmina sérica bovina)-0,5% dodecilsulfato sódico (SDS)-l00 ¡sg/ml de ADN de esperma de
salmón a 60%?.
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Se utilizaron dos sondas, una dirigida a un fragmento interno de la 156110,
correspondiente a las posiciones 816 a 836 (5’ CTC ACC TAT GTG TCG ACC TG 3’), y
otra dirigida al control positivo interno (5’ CGA CTC ACT ATA OGO CGA AT 3’). Estas
sondas se generaron mediante PCR, incorporando el nucleótido dCTP marcado con P32. El
producto de PCR se diluyó en 200 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y se
purificó con el mismo volumen defenol-cloroformo-isoamiloalcohol (25:24:1) y centrifugando
a alta velocidad 5 minutos. E] ADN de la fase acuosa se precipitó con 0,1 volúmenes de
acetato sódico 3 M y 2,2 de etanol al 96% frío durante 15 minutos a -20%?. Este precipitado
se lavó con etanol al 80%, centrifugando 8 minutos y retirando e] sobrenadante. El sedimento
se centrifugó a vacío para secar el ADN obtenido.
Las membranas se hibridaron durante 3 horas a 600C con las sondas marcadas
(l,57x106 cpm), previamente desnaturalizadas a 1000C y añadidas al tampón de
prehibridación. Posteriormente, las membranas se lavaron a 600C en 2,5x SSC-0,5% SDS
durante 20 minutos y en 0,1% SSC-0,1% SDS 10 minutos. Se secaron al aire brevemente y
se expusieron a película sensible a los rayos X en carcasas con pantallas intensiticadoras a
-70”C durante periodos de tiempo variable.
b. Hibridación con sondas marcadas con digoxigenina
Este método se utilizó para la confirmación de los productos amplificados obtenidos
de las muestras dc los penos y los gatos. Tras la electroforesis, el ADN amplificado se
transfirió de los geles a unas membranas de nylon positivamente cargadas (Nylon Membranes
Positively Charged, Boehringer Mannheim) empapadas en 2x SSC (NaCí 0,3 M, citrato sódico
0,03 M, pH 7,0), utilizando un 785 Vacuum Blotier (BioRad Laboratories) a 40 mbar con una
bomba de vacío variable Vacuum Pump (BioRad Laboratories) durante 1 hora, cubriendo el
gel con 0.4 M NaOH. Ya que las bandas de ADN que se deseaban transferir eran de tamaño
pequeño, no se realizó depurinización con HCl. Despues de la transferencia, las membranas
se aclararon en 2x SSC, se secaron al aire, y el ADN se fijó a las membranas con 120 mJ/cm2
en un SpectrolinkerTM XL-l000 U.V. crosslinker (Spectronics Corporation) o por
calentamiento a 120%? durante 30 minutos. Se comprobó en el transiluminador que no
quedaba ADN en el gel.
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Las sondas 156110 y MPB7O, de doble cadena, se prepararon y marcaron con
digoxigenina- 1 l-dUTP (Boehringer Mannhein) mediante amplificación por PCR, utilizando
las parejas de iniciadores INSL (5’CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC 3’) e INS2 (5’GCG
TAG GCG TCG GTG ACA AA 3’) descritos por Hermans et ál en 199<), y TRW y TB2R
para amplificar fragmentos de 245 y 372 p.b., respectivamente, a partir de ADN de M. bovis.
Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo en las condiciones de la reacción y ciclos de
temperatura anteriormente descritos, pero incluyendo digoxigenina-l l-dUTP en la mezcla de
desoxinucícótidos, en una proporción de 0,33 Dig-l l-dUTP/0,66 dTIT para el marcaje de las
sondas. Los productos de la amplificación se purificaron con WizardTM Minipreps DNA
Purification System (Promega). Se comprobó mediante electroforesis que el tamaño de las
sondas era el adecuado. La concentración de las sondas se estimó midiendo la DO2~ de una
dilución 1/50 de la muestra.
Para evitar las uniones no específicas de las sondas a las membranas, éstas se
prehibridaron al menos 2 horas en una solución tamponada de prehibridación (5x SSC, 0,1%
N-laurilsarcosína, 1% agente de bloqueo Boehringer Mannheín y 0,02% SDS) a 42%?, en una
relación de 2 ml por cada 10cm2 de membrana. Las sondas desnaturalizadas a 100%? durante
10 minutos, e inmediatamente mantenidas en hielo, se añadieron al fluido de hibridación en
una concentración final de 20 ng/ml y se incubaron toda la noche a la misma temperatura.
Posteriormente y para eliminar los restos de sonda no unida, las membranas se lavaron 2
veces, 5 minutos cada vez, en la solución de lavado n0 1 (2x SSC, 0,1% SOS), seguidos de
otros 2 lavados, de 15 minutos cada uno, en la solución de lavado n” 2 (<).5x SSC, 0.1%
SDS).
La presencia de la sonda marcada con digoxigenina unida al producto amplificado de
la membrana se detectó utilizando un método colorimétrico, siguiendo las recomendaciones
del fabricante y utilizando los reactivos suministrados en el DIG Nucleic Acid Detection Kit
(Boehringer Mannheim). A temperatura ambiente, cada membrana se equilibró en el tampón
de equilibrado (ácido málico 100 mM, NaCí 150 mM, pH 7,5) con Tween 20 al 0,3% (1
ml]cm2 de membrana) durante 1 minuto en una placa de Petri limpia, y posteriormente en un
tampón de bloqueo (reactivo de bloqueo diluido 1/10 en el tampón de equilibrado) 30
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minutos. Tras este período, se añadió el anticuerpo marcado anti-DIG-fosfatasa alcalina,
diluido 1/5000 en el tampón de bloqueo, (0,2 ml/cm2) durante 30 minutos. Para retirar el
anticuerpo no unido se lavaron 2 veces, 15 minutos cada una, con el tampón de equilibrado
(1 ml/cm2) y una vez en el tampón para la detección (Tris-HCl 100 mM, pH 9,5, NaCí 100
mM, MgCI
2 50 mM) durante 2 minutos (0,2 ml/cm
2). La detección se realizó con una
solución con la proporción de 1 ml del último tampón con 4,5 pl de nitroblue terrazoliurn (‘75
mg/ml de sal de tetrazolio nitroazul en dimetilformamida al 70%, suministrado por el
fabricante) y 3,5 ¡sI de X-Phosphare (50 mg/ml de sal toluidínica de 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato en dimetilformamida al 100%, suministrado por el fabricante) en la oscuridad
(0,1 ml/cm2), un tiempo que osciló entre 45 y 60 minutos. Una vez alcanzada la intensidad
de color deseada en las bandas, las reacciones se detuvieron lavando las membranas en el
tampón de equilibrado. Las imágenes obtenidas se fotocopiaron en transparencias de acetato
(3M) y se fotografiaron.
2.3.6. Incremento de la sensibilidad con el desarrollo de un PCR nested
Para la amplificación Nested-PCR del ADN se necesitan dos pares de iniciadores; dos
primers externos, TB1-F y TBl-R en nuestro caso, que dirigen la amplificación de una
secuencia del genoma diana y dos iniciadores internos que dirigen la amplificación de un
fragmento contenido en el producto definido y producido por los externos, incrementando así
la sensibilidad y la especificidad.
a. Elección de los iniciadores
En función de la secuencia del fragmento generado por la amplificación con los
iniciadores TEl-A y TBI-R se encargaron dos pares de iniciadores, los oligonucícótidos IP-A
e IP-E (Bresatec Std) que deberían generar un producto de 202 p.b. y los oligonucleátidos
NP-E y NP-R (Biotech International, Penh, WA), cuyo producto sería de 259 p.b. La puesta
a punto de la reacción incluyó la optimización de las condiciones de ambas amplificaciones
respecto a la concentración de iniciadores (10, 20 30 y 60 ng), de MgCl
2 (1, 1,5, 2 y 3 mM)
y de enzima (0,5, 1 y 1,5 u). Los tubos se inocularon con 5 ul de diluciones 1/100 de
suspensiones celulares equivalentes al no. 5 de Opacidad Estándar de M. bovis AN5 (obtenida
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del CSIRO, Melbourne, Vic), M. avium, M. intracellulare, y ADN de M. tuberculosis (5
ng/ul), M. bovis (5 ng/u]) y agua MQ. La amplificación se llevó a cabo con dos programas
de temperatura de 35 ciclos de 940C durante 1 mm (10 mm en el primer cielo), 61 o 58 C
durante 2 mm y 720C durante 3 mm (10 mm en el último ciclo) en un FTS-32() Thermal
Sequencer (Corbet Research, Mortlake, NSW). Los productos se analizaron por electroforesis
a 100 y durante 30 mm en ge] de agarosa a] 2% en TAE, con tinción con bromuro de etidio
y se fotografiaron en un transiluminador con UV.
b. Combinaciones de los iniciadores utilizados
Con el objetivo de conocer e] error de las anteriores reacciones se preparó una batería
de tubos, incluyendo en cada uno de ellos un iniciador dirigido a la cadena 5’ a 3’ (TB l-F,
IP-A y NP~F) y otro a la cadena 3’ a 5’ fl’Bl-R, IP-B y NP-R), utilizando las condiciones
optimizadas de 0.5 u de enzima, 20 ng (iniciadores TB 1 e IP) o 30 ng (NP) de cada iniciador,
2 o 3 mM de MgCl
2 y 61 y 50%? como temperaturas de hibridación.
c. Iniciadores NP-F y NP-Rl
Los iniciadores NP-F (5’ TGT CGG GCC AGC TCA ATC CG 3’) y NP-R2 (5’ AGG
CTG ‘ITA CCC TGA CCG GT 3’) (Biotech mt.) generan un producto de 261 p.b. Para
obtener los productos amplificados de mayor intensidad se optimizaron las concentraciones
de los componentes de la reacción, titulando el MgCI2 (1, 1,5, 2 y 3 mM) con diferentes
concentraciones de iniciadores (20, 30, 40 y 60 ng de cada primer/tubo). Los tubos se
inocularon con 5 ul de M. bovis AN5 1/10<) y amplificaron durante 35 ciclos y una
temperatura de hibridación de 61’C.
La composición final de los tubos incluyó 5 gí del buifer de la reacción 5x (Tris-HCl
335 mM, pH 8,8, (NH4),504 83 mM, dNTP 1 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, EDTA 30 pM,
gelatina 1 mg/mí) (Biotech kt.), MgCl2 1 mM, 30 ng de cada iniciador, 0,5 u de Taq
polymerase (Biotech ini.) y agua ultrapura estéril hasta completar 20 ¡sI.
Para comprobar el incremento de la sensibilidad del Nested-PCR frente al PCR con
solamente los primers TB-l se realizaron dos evaluaciones, inicialmente con suspensiones
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celulares y posteriormente con ADN purificado. Se inocularon 5 ul de una dilución decimal
de una suspensión de M. bovis AN5 equivalente al no. 5 de la escala de Opacidad Estándar
desde 10’ a l0~ previamente inactivados a 94%?, y 5 ul de agua MQ en tubos conteniendo
los iniciadores TB1-F y TBI-R, y NP-F y NP-R2. Posteriormente 5 ul de la solución
conteniendo los productos amplificados de la reacción de PCR con TB l-F y TB l-R se
diluyeron 1/5 en agua ultrapura estéril y se inocularon en nuevos tubos con NP-F y NP-R2.
En la segunda evaluación se inocularon 5 ul de una dilución decimal de ADN de M. bovis
AN5 desde 50 ng/ul a 5x10’8 g/ul y agua ultrapura estéril en tubos TBl-F y TBI-R y NP-F
y NP-R2. Después se inocularon 5 ul del producto de la reacción de TB1-F y TBl-R, así
como diluciones 1/5 de éste, en nuevos tubos NP-FR2. Las condiciones de la reacción, los
ciclos de amplificación y la detección fueron los anteriormente explicados.
2.3.7. Incremento de la sensibilidad modificando la técnica de extraccion del ADN de las
micobacterias a partir de muestras tisulares
a. Reacción de PCR
El DNA extraído en estos estudios se amplificó utilizando iniciadores que detectan el
gen de la proteína MPB7O (TB-l), específica del M. tuberculosis complex, y la secuencia para
el ARNr 165 (MYCGEN) específica del género Mycobacterium. La reacción se realizó en 25
¡si conteniendo 2.5 pl de buffer lOx (lx es 20 mM Tris-HCl, pH 8.55, 16 mM (NH
4)2S04, 150
¡sg/ml de ASB), MgCl2 2 mM, 200 pM dNTP’s, 0.5 unidades de la enzima BioTaqTM
(Bioprobe Systems), 40 ng de TB-1 y 56 ng de MYCGEN. La amplificación se llevó a cabo
con 35 ciclos de desnaturalización a 940 durante 30 segundos (10 mm en el primer ciclo),
hibridación a 61
0C 2 minutos y elongación a 720C durante 3 minutos (10 en el último). En
todas las series hubo un control positivo (una dilución 1/100 de una suspensión de M. bovis
equivalente al no. 5) y negativo (agua ultrapura estéril).
Para comprobar la sensibilidad de esta reacción se amplificaron en paralelo con este
sistema y en una reacción con los iniciadores 1841 e 1S43, dirigidos a la 186110 (Thieny et
Al, 1990) 5 pl de las diluciones decimales (1 a l0~) de M. bovis, inactivadas a 100%? 10
minutos.
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b. Evaluación de las posibles pérdidas de ADN en el protocolo inicial
La evaluación de los puntos críticos del protocolo inicial en los que puede producirse
una pérdida de ADN, y por consiguiente una reducción de la sensibilidad, se llevó a cabo en
diluciones de bacterias. Se prepararon suspensiones de cultivo de las cepas B 1 65b y B2p,
aisladas a partir de muestras clínicas de ganado vacuno, en tubos con perlas de vidrio y agua
ultrapura estéril y mediante sonicación hasta obtener una opacidad aproximada al no. 5 de
McFarland. A partir de esta solución inicial se realizaron diluciones decimales utilizando
también agua ultrapura estéril.
Descontaminación con el método Tacquet y Tison
Con el objetivo de comprobar si este método produce la rotura de las micobacterias
se descontaminaron alícuotas de 200 pl, añadiendo 300 ¡sí de la solución descontaminante y
neutralizando 30 minutos más tarde con H3P04 al 8,75%. Las alícuotas descontaminadas se
centrifugaron a 3.500 r.p.m. durante 30 minutos. Los sobrenadantes y los sedimentos
(resuspendidos en el volumen inicial) se inactivaron y se sometieron a PCR. Posteriormente,
ambos se purificaron con Wizard Minipreps DNA purification system (Promega) para repetir
la amplificación.
Descontaminación con HPC
El posible efecto del HPC en las micobacterias se comprobó descontaminando 200 ¡sí
de las suspensiones con el mismo volumen de HPC al 0,75%, manteniendolas en agitación
30 minutos y centrifugando a 3.500 r.p.m. 30 minutos. Los sobrenadantes y sedimentos
(resuspendidos en el volumen inicial) se inactivaron y se sometieron a PCR. También se
purificaron con Wizard Minipreps DNA purification system (Promega) para repetir la
amplificación.
Tratamiento de inactivación
Las alícuotas de 200 jal se inactivaron a 75
0C 1 hora y se centrifugaron a 13.00<) r.p.m.
durante 15 minutos. Los sobrenadantes y los sedimentos (resuspendidos en 20() pl) se
inactivaron a 1000C y se amplificaron por PCR.
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Tratamiento con proteinasa K
Para cuantificar el efecto de la lisis producida por esta enzima se añadieron 2(X) i.tl de
proteinasa K (1 mg/mí) (Sigma Chemical Co.> en TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM , pH
8) a 200 ¡sí de las diluciones 10.1 a ío~. Tras la incubación a 560C durante ] hora en baño
de agua, las suspensiones se centrifugaron a 13.000 r.p.m. 10 minutos. Los sobrenadantes y
los sedimentos (resuspendidos en 400 pl) se inactivaron a 100%? 10 minutos y se amp]ificaron
por PCR.
Centrifugación
Para valorar la pérdida de ADN por este motivo, se centrifugaron alícuotas de 2(X) pl
a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos. Los sobrenadantes y los sedimentos (resuspendidos en
200 pl de agua) se inactivaron a 100%? 10 minutos y se amplificaron por PCR.
Purificación con Wizard Minipreps DNA puritication system (Promega)
Se diluyeron 100 pl de las suspensiones 10~’ a ío~ en 2 ml de agua ultrapura estéril;
5 pl se amplificaron por PCR directamente, y otros 5 pl tras la purificación de 1 ml de las
diluciones con las Wizard Minipreps DNA purification system (Promega) siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante.
e. Desarrollo denuevos protocolos de extracción del ADN en homogeneizados sembrados
Se prepararon homogeneizados con 2 g de tejido en 2 y 10 ml de agua ultrapura
estéril. Cada uno se sembró con 100 pl de la suspensión 10’ y se descontaminaron
respectivamente con los métodos de Tacquet y Tison, y de Comer y Trajstman, centrifugando
a 6.000 r.p.m. (4.000 g) durante 30 minutos. Los sedimentos se resuspendieron en 500 pl de
TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Ambos se procesaron siguiendo una modificación
del protocolo utilizado para la extracción de ADN de bacterias y plantas con alto contenido
en polisacáridos (Wilson et Al, 1987) que se utiliza en la preparación de ADN de cultivos para
la tipificación. Se incubaron 3 horas a 370C con 100 pl de lisozima (20 mg/mí) (Sigma
Chemical Co), y 16 horas a 500C con 100 pl de SDS 10% y 100 pl de proteinasa K (1 mg/ml
TE). Cada suspensión se distribuyó directamente en 2 volúmenes, se añadieron a cada uno
100 pl de NaCí 5 M y 80 pl de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)JNaCI (NaCí 1,4
193
Diagoésdco de tuberculosis e’, muestras clínicas por PCR
M, CTAB 10%) y se incubaron a 650C 1<) minutos. Posteriormente estas muestras se
hirvieron, y tras ]a centrifugación ]os sobrenadantes se purificaron con 0,6 ml de clor(>fonno-~
alcoho] isoamflico (24:1> y centrifugación a 6.500 r.p.m. 5 minutos. Las fases acuosas se
trataron con las minipreps de Promega. El mismo procedimiento sc siguió con
homogeneizados sembrados con la dilución lot
Para comprobar si la aplicación de aceite era efectiva en la separación de tas
micobacterias aprovechando las características hidrófobas de su pared, se preparó un
homogeneizado con 2 g de tejido y 3 ml de agua que se sembró con 1(X) ul de la dilución 1ff
2 y al que se añadió 5 ml de aceite. Se mantuvo en agitación durante 10 minutos, dejando
separar las fases 20 minutos y se centrifugó a 1.500 r.p.m. 15 minutos para eliminar la fase
acuosa. El sedimento se resuspendió en 5 ml de acetona y se centrifugó a 6.50<) r.p.m. durante
5 minutos y se repitió de nuevo este paso. El sedimento se secó al aire durante 2 horas, a
continuación se resuspendió en 50<) ja] de TE y se procesó como en los casos anteriores.
d. Desarrollo de nuevos protocolos de extracción del ADN en tejidos naturalmente
infectados
Se probaron 7 métodos de extracción de] ADN (1 a 7) en las muestras dM,
procedente de una cabra, y B180, de una vaca. Ambas muestras fueron positivas en el cultivo
para M. bovis y débilmente positivas en la tinción con auramina. De cada tejido se prepararon
Y homogeneizados, cada uno de ellos con 2 gramos de tejido. Los cuatro primeros, en 3 ml
de agua ultrapura estéril, se descontaminaron con NaOH-SDS, los sedimentos se procesaron
con los métodos 1 a 4. Otros dos homogeneizados, realizados con 1<) ml de agua, se
descontaminaron con HPC y los sedimentos se procesaron con los métodos 5 y 6. El último
homogeneizado se realizó en 3 ml de agua y 5 ml de aceite, manteniéndolo en agitación
durante 10 minutos, dejando separar las fases 20 minutos y centrifugar a 1.500 r.p.m. 15
minutos para eliminar la fase acuosa (método 7).
1. El sedimento se trató siguiendo el protocolo inicial ya descrito (2.3.2.b).
2. El sedimento se centrifugó a 12.000 r.p.m. 15 minutos, y el nuevo sedimento se lavó con
1 ml de agua y recentrifugó a alta velocidad. Este sedimento se resuspendió en 500 pl de TE,
a los que se añadió proteinasa K (1 mg/ml TE) e incubó 90 minutos a 56%?. Tras hervir la
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muestra se seleccionó el sobrenadante. Estemétodo equivale al protocolo inicial pero evitando
la inactivación a 75%? durante 1 hora y posterior centrifugación.
3. El sedimento se ntsuspendió en 500 pl de TE. Se incubó con 100 ¡si de lisozima (20
mg/mí) a 37%? 3 horas, y después con 100 pl de SDS al 10% más 1(X) pl de proteinasa K (1
mg/ml TE). Se añadió 100 jal de NaCí 5 M y 80 pl de CTAB/NaCI (NaCí 1,4 M, CTAB
10%) y se incubaron a 650C 10 minutos. Posteriormente estas muestras se hirvieron, y tras
la centrifugación los sobrenadantes se purificaron con 0,6 ml de cloroformo-alcohol isoamflico
(24:1) y centrifugación a 6.500 r.p.m. 5 minutos.
4. El sedimento se resuspendió en 5 ml de acetona y se centrifugó a 6.500 r.p.m. durante 5
minutos y se repitió de nuevo este paso. El sedimento se secó al aire durante 2 horas y a
continuación se proceso como en el método 3.
5. El sedimento de la primera alicuota descontaminada con HPC se procesó como en el
método 3.
6. El sedimento de esta segunda alícuota se resuspendió en 5 ml de acetona como en el
método 4 y se centrifugó a 6.500 r.p.m. durante 5 minutos, repitiéndose de nuevo este paso.
El sedimento se secó al aire durante 2 horas, y proceso como en el método 3.
7. La fase oleosa se mezeló con acetona y se procedió como en el anterior método.
En todos los casos el ADN fue purificado usando Magic Minipreps (Promega).
2.3.8. Evaluación del protocolo de extracción del ADN modificado
Los tres protocolos seleccionados fueron inicialmente comprobadosen homogeneizados
sembrados y en un pequeño grupo de muestras clínicas. El protocolo finalmente adoptado fue
aplicado extensivamente a la totalidad de las muestras clínicas.
a. Preparación de los homogeneizados de tejidos sembrados artificialemte con M. bovis
Para los experimentos de evaluación de los protocolos modificados de extracción
seleccionados se utilizó una cepa de Al. bovis obtenida en nuestro laboratorio a partir de
material diagnóstico bovino. La cepa fue cultivada en Coletsos (bioMérieux) a 370C.
Se pttparó un homogeneizado en un stomacher (IiUL Ltd.) con ganglios linfáticos de
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los animales del rebaño no infectado en una proporción de 3 gramos de telido más 2 mi de
agua destilada estéril. E] homogeneizado se conservé a -20%? hasta su utilización. Se
prepararon diluciones decimales seriadas del cultivo de M. bovis en agua estéril a partir de
una suspensión bacteriana sonicada equivalente al número 5 de la escala MeFariand Opacity
Standard (Difco). Alícuotas de 2 ml del homogeneizado se sembraron con 100 pl de cada
dilución y se extrajeron por los diferentes protocolos de preparación de la muestra y
extracción del ADN.
1,. Muestras clínicas
Las muestras clínicas consistieron en 135 muestras tisulares (pulmón, ganglios
linfáticos o lesiones granulomatosas) recibidos para su diagnóstico rutinario de animales de
rebaños infectados, así como 7 tejidos sin lesiones visibles de animales de un rebaño libre de
tuberculosis. Todas estas muestras fueron examinadas mediante microscopia de fluorescencia
y cultivadas como hemos descrito previamente. La identificación de los cultivos se basé en
las características macroscópicas, pruebas bioquímicas estandar, sondas Accuprobe DNAR
(GenProbe) y PCR.
c. Protocolos seccionados
1. Protocolo inicial ya descrito (Figura 11.3).
2. Protocolo intermedio: La técnica de extracción fue una modificación del primer protocolo
pero evitando la inactivación por calor (750C 1 hora).
3. Protocolo definitivo (Figura 11.3): tres gramos del tejido (de] área con lesiones o
aleatoriamente si no las tenía) fueron homogeneizadas con 2 ml de agua destilada. Los
homogeneizados fueron descontaminados con el método de Tacquet y Tisson (1 %NaOH/3%
SDS y neutralización con 8,75% H
3P04) y centrifugados a 4.500 r.p.m. durante 30 minutos.
El sedimento se transfirió a un eppendorf y se lavé con 1 ml de agua destilada y centrifugó
a 14.000 r.p.m. durante 10 minutos. El sedimento se resuspendió en 1(X) jal de ]isozima (20
mg/mí) e incubó a 370<? durante 3 horas. Posteriormente, la suspensión se incubé durante toda
la noche a 500<? con 150 pl de proteinasa K (1 mg/mí) y 100 jal de SDS al 10%. Tras la
digestión, las muestras fueron hervidas durante 10 minutos y centrifugadas a 13.0(K) r.p.m.
El sobrenadante se transfirió a nuevo tubo eppendorf y se mezclé con 1(X) pl de NaCí SM y
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8<) ¡sí de bromuro de hexadecil trimetil amonio (CTAB):4, 1% NaCí precalentado e incubado
a 650<? durante 10 minutos. Tras la adición de 600 psI de cloroformo:isoanúloalcohol (24:1)
la muestra fue centrifugada a 6.500 r.p.m. 5 minutos. Finalmente, el DNA se recuperó de la
fase acuosa utilizando las Wizard Minipreps DNA Purification System (Promega).
d. Amplificación del ADN por PCR
El ADN obtenido de cada nuestra se amplificó mediante PCR con un sistema
Multiplex que incluye una combinación de iniciadores, un par (246 y el reverso 264) dirigidos
al gen que codifica para el ARNr 16S, específicos para el género Mycobacterium
(Bóddinghaus et ál, 1990), junto con los iniciadores TB1-F y TB1-R (Cousins et ál, 1991).
Las reacciones se desarrollaron en 25 pl, con 2,5 pl de buffer de reacción lOx (Tris-HCl 200
mM pH 8,55, (NH4)2S04 160 mM, 1,5 g BSA/ml), 2 jal de dNTPs 2,5 mM (Pharmacia), 2 pl
de MgCI2 25 mM, 0,5 U de Taq Polymerase (BioTaqTM, Bioprobe Systems), 52,5 ng de cada
oligonucleótido 246 y 264r y 20 ng de TBlF y TBlR, e inoculando 5 pl del ADN extraído.
La amplificación se realizó con 35 ciclos de hibridación a 650<?. Los productos de la
amplificación se detectaron mediante electroforesis a 100 voltios 35 minutos, en gel de
agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio (0,5 ¡sg/mí).
e. Amplificación del fragmento específico de género
El ADN extraído de 31 de estas muestras se amplificó también en dos reacciones para
detectar el fragmento específico del género Mycobacterium. Los tubos se prepararon con 2,5
pl de buffer de reacción lOx (Tris-HCl 200 mM pH 8,55, (NH4)2S04 160 mM, 1,5 g BSAImI),
2 pl de dNTPs 2,5 mM (Pharmacia), 2 pl de MgCl2 25 mM, 0,5 U de Taq Polymerase
(BioTaqTM, Bioprobe Systems) y los iniciadores. Los primeros contenían 52,5 ng de cada
oligonucleótido MYCOEN-F y MYCOEN-R. Los segundos tubos incluyeron 40 ng del
iniciador 264 (5’ TCC Cfl’ OTO GCC TGT OTO CA) (B6ddinghaus et Al, 1990),
complementado del MYCOEN-R y 40 deI oligonucleótido universal pH (5’ AAG GAG OTO
ATC CAO CCG CA 3’), que amplifican un fragmento de aproximadamente 520 p.b. El
programa de temperaturas y la detección se llevó a cabo como en el caso anterior.
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3. RESULTADOS
3.1. MÉTODO ELEGIDO PARA LA DETECCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE
TUBERCULOSIS EN MUESTRAS CLÍNICAS MEDIANTE PCR
Los resultados en los que se basa la e]ección de la fracción de la muestra a partir de
la cual realizar la extracción del ADN aparecen en la figura 11.4. La extracción de ADN a
partir de la alícuota sin descontaminar no obtuvo ninguna banda de amplificación,
probablemente por insuficiente rotura del tejido. Si se obtuvieron bandas de producto
amplificado a partir de las alícuotas descontaminadas; la rotura del tejido con NaOH y SDS
disgrega el tejido y produce la liberación de las micobacterias, facilitando la posterior
actuación de la proteinasa K.
Con la extracción llevada a cabo en el sobrenadante tras la centrifugación de la
muestra descontaminada e inactivada por el calor, se obtuvieron varias bandas, una del
tamaño esperado y otras inespecíficas, lo que significa que el tratamiento térmico produce lisis
en un porcentaje de micobacterias por lo que existe una liberación del ADN de las
micobacterias, aunque hay restos de ADN de tejidos que pueden reducir la especificidad de
la prueba. Los mejores resultados se consiguieron en los sedimentos de la centrifugación de
las muestras descontaminadas, estuvieran o no inactivadas térmicamente (Figura 11.4). En este
estudio preliminar se prefirió elegir la tratada térmicamente por seguridad en el trabajo de
laboratorio. En los tratamientos realizados con tripsina no se obtuvo ningún resultado.
3.2. DIAGNÓSTICO POR PCR DE LAS MUESTRAS DE GANADO VACUNO
Cuarenta y nueve de los 81 animales seleccionados de rebaños infectados con M. bovis
en virtud a sus resultados positivos en el test de la tuberculina intradérmica o del IFN-gamma
fueron positivos en el cultivo (Tabla 111.4). De estos 49 animales, 35 (71,4%) fueron
diagnosticados como infectados mediante PCR. Dos de los 32 animales cultivo negativo de
este grupo fueron PCR positivo. De los 30 animales cultivo y PCR negativo del grupo 1, 21
(70%) no presentaron lesiones macroscópicas y todas las muestras fueron negativas en la
tinción con auramina fenolada. Los otros nueve animales sí tuvieron lesiones o algunas de sus
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muestras fueron positivas en la tinción directa.
Todas las muestras de los 19 animales del grupo 2, de rebaños libres de tuberculosis,
fueron cultivo y PCR negativo.
En la figura 11.5 puede observarse la banda de 317 p.b. característica de las
micobacterias del complejo M. tuberculosis tras la amplificación del ADN extraído de las
muestras con los iniciadores 1841 e 1843. La especificidad de la reacción se confirmé
mediante Shoutern blotting con sondas dirigidas al fragmento amplificado de la secuencia
186110 y el control positivo interno de la reacción de PCR (Figura 11.6).
Tabla 11.4. Resultados del cultivo dc M. bovis y del diagnóstico mediante PCR de las muestras
de los animales de los grupos 1 y 2.
Resultado del
cultivo
Número de animales
Grupo 1 Grupo 2
PCR positivo
5 PCR negativo PCR positivo PCR negativo
35 14 0 o
2 30 0 19
37 44 0 19
Positivo
Negativo
Total
Producto amplificado detectado mediante electroforesis en gel de agarosa teñido con
bromuro de etidio
3.3. DIAGNÓSTICO POR PCR DE LAS MUESTRAS DE PERROS Y GATOS
Las muestras procedentes de los 9 animales recibidas en el Departamento de Patología
Animal 1 (Sanidad Animal) para el diagnóstico microbiológico de tuberculosis presentaron
lesiones, en mayor o menor grado, compatibles con esta enfermedad. Sin embargo, en 4 de
los 9 animales estaban en realidad causadas por otros procesos tumorales o infecciosos
(nocardiosis, peritonitis infecciosa felina). La principal característica de las lesiones era su
extensión y la variedad de órganos afectados, confirmando que los animales presentan
síntomas de la enfermedad cuando está en un estado realmente avanzado, según ya han
comentado otros autores. Cabe destacar además que, independientemente de la localización
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inicial, en el perro y en los gatos casos 1, 3 y 5, las lesiones involucraban tanto la cavidad
torácica como la abdominal; en el gato caso número 4 solo afectaban a la cavidad torácica.
El perro caso número 1 presentaba tuberculosis generalizada tanto en la cavidad
abdominal como torácica. El pulmón se encontraba hemorrágico, con tuberculosis mi]iar en
la pleura y el peritoneo. Existían grandes granulomas en el hígado y en los ganglios linfáticos
mediastínicos y mesentéricos, así como numerosos granulomas subcapsulares en el riñón.
Algunas lesiones estaban caseificadas. El animal mostraba también pequeñas lesiones
granulomatosas en la piel, algunas de ellas estaban fistulizadas, conectando con el exterior.
Las muestras de los perros casos número 2 (exudado pleural sanguinolento), número 3
(pulmón y ganglio linfático> y número 4 (hígado>, presentaban macroscópicaniente lesiones
granulomatosas dudosas. La muestra del perro número 2 se aceptó ante la imposibilidad de
obtener las lesiones del pulmón.
EJ pulmón del gato caso número 1 tenía aspecto neumónico abigarrado, pero no el
característico de las lesiones tuberculosas. Los ganglios linfáticos mediastínicos estaban
hipertróficos, y en un borde se apreciaba una pequeña lesión no granulomatosa. No se procesó
ninguna muestra de la cavidad abdominal, aunque algunos órganos (hígado, ganglios linfáticos
mesentéricos) presentaban lesiones. Las lesiones del pulmón del gato caso número 2 eran
dudosas. La muestra recibida del gato caso número 3 consistió en una mezcla indeterminada
de órganos conservada en mal estado, y en la que podía observarse caseum. Los ganglios
retrofaríngeos del gato número 4 estaban muy agrandados y el pulmón tenía aspecto
neumónico. Exhibían granulomas consistentes de color muy pálido, casi blanco, pero sin
caseum evidente. El pulmón y los ganglios linfáticos mediastínicos también estaban afectados.
En el gato número 5 se observó hemotórax, numerosos nódulos blanquecinos diseminados en
pulmones, pericardio, ganglios linfáticos mediastínicos y bazo, hipertrofia de los ganglios
linfáticos mesentéricos, engrosamiento de la pared del intestino e hígado graso.
Los resultado obtenidos de la Unción de las improntas con auramina fenolada y del
cultivo de las muestras con lesiones compatibles con tuberculosis de los 9 animales (4 perros
y 5 gatos) estudiados puede observarse en la tabla 11.5.
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Todas las muestras cuyas improntas fueron positivas en la tinción con auramina
fenolada fueron posteriormente cultivo positivo. Así mismo, todas las muestras cultivo
negativo fueron auramina negativo. Si se observé diferencia de positividad en las improntas;
los bacilos ácido-alcohol resistentes eran mucho más abundantes en los gatos casos número
3, 4 y 5 que en las muestras del perro número 1 y en el gato número 1.
La principal limitación de la tinción directa a partir de la muestra es la falta de
sensibilidad y la especificidad de esta técnica. Para que una muestra sea positiva en la
microscopia directa es necesaria la presencia de aproximadamente io~ micobacterias/mí, lo
que índica que todos los casos eran avanzados y muy infecciosos, incluso pudieron detectarse
micobacterias en la piel fistulizada del peno caso número 1. La utilización de esta técnica fue
solamente orientativa, ya que la falta de especificidad impide predecir que micobacteria es
la causante de la enfermedad, puesto que las lesiones en órganos profundos y diseminadas
pueden también estar producidas por M. av¿um y las lesiones cutáneas por diversas
micobacterias atípicas.
Uno de los cuatro penos y tres de los cuatro gatos fueron cultivo positivo. M.
tuberculosis se aisló del perro número 1 y de los gatos 3 y 4; M. bovis se aisló de los gatos
1 y 5.
Para la descontaminación previa de las muestras se utilizó el método de Tacquet y
Tison, y en los 4 últimos gatos, también el método de Comer y Trajstman. El tiempo
necesario para la obtención de crecimiento visible dependió del método utilizado y del medio
de cultivo empleado, oscilando entre 20 y 50 días, siendo entre 10 y 15 días inferior en las
descontaminaciones con HPC que con NaOH-SDS. En las muestras descontaminadas con HPC
se apreció un mayor número de colonias, debido probablemente a que esta sustancia es menos
tóxica y no afecta tanto a la viabilidad de las micobacterias (Comer, 1994). El crecimiento
se obtuvo simultaneamente en los medios de Coletsos y Lt5westein-Jensen, o bien de 1 a 2
semanas antes en el primero. Ambos medios permitieron el crecimiento de M. tuberculosis
y M. bovis. La media de las velocidades de crecimiento de los aislados de Iv!, tuberculosis fue
aproximadamente 32 días (36 días con la descontaminación por NaOH-SDS), frente a los 38
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días necesarios para la obtención de crecimiento visible de M. bovis. El medio de Coletsos
selectivo se utilizó únicamente en muestras de los 3 primeros perros, pero no mostró ventajas
respecto al normal, y puesto que no hubo contaminaciones en los cultivos, se dejó de utilizar
en las siguientes. Todos los crecimientos se obtuvieron con una temperatura de incubación
de 370C, excepto la muestra de piel del perro caso número 1, que creció a 280C.
Todos los animales de cuyas muestras se cultivaron microorganismos pertenecientes
al complejo M. tuberculosis (perro número 1 y gatos 2 a 5) pudieron ser diagnósticados
igualmente por PCR al amplificar el ADN extraído a partir de sus muestras tisulares. En todos
estos casos se obtuvieron las bandas de ADN amplificado dcl tamaño esperado: 317 p.b. para
la 1S6110. 372 p.b. para el gen que codifica la MPB7O y 1.030 p.b. para el fragmento
especifico del género Mycobacrerium del gen que codifica el ARNr 16S. El resto de los
animales, penos 2, 3 y 4, y el gato número 2 fueron cultivo y PCR negativo. El resultado del
PCR junto con el cultivo de las muestras de los 9 animales sospechosos de padecer
tuberculosis puede observarse en la tabla 11.6.
Las figuras 11.7 y 11.9 muestran geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio en los
que se detectan los productos de la amplificación del ADN extraído a partir de las muestras
clínicas recibidas, con dos de las parejas de iniciadores utilizados. La especificidad de los
productos amplificados se confirmó mediante hibridación con las sondas dirigidas a la 186110
y la MPB7O, como puede comprobarse en las figuras 11.8 y 11.10. En todos los casos fue
suficiente la sensibilidad del gel de agarosa teñido con bromuro de etidio, y no se observó
mayor sensibilidad con la hibridación.
La identificación del complejo M. tuberculosis, en lugar de identificar aisladamente
M. bovis y 14. tuberculosis no es realmente un problema (Cousins et ál, 1991), ya que todas
las especies son patógenas para los penos y gatos (entre otros animales) y para el hombre.
M. africanum nunca se ha aislado de estos animales y 14. microti sólo es patógeno para unos
roedores. Estas especies están muy relacionadas, y algunos autores consideran que M. bovis
y M. africanum deberían ser subespecies de M. tuberculosis (Goodfellow et ú1, 1982; Wayne,
1984).
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Tabla 11.5. Resultado de la Unción de las improntas con auramina fenolada y cultivo de muestra.s con lesiones
compatibles con tuberculosis de los <3 animales (4 perro5 y 5 gatos).
Muestra N l]’ Cultivot e identificación
TV
Diagnósticod
“PC
hígado
pleura y peritoneo
pulmón
+4± +
++ +
Ii (30 il)
M. tuberculosis
Li (30 d)
M. tuberculosis
+ d
riñón
ganglio linfático
piel
+-¡- + C, CS, Li (35
M. tuberculosis
+ + C,LJ(30d>
M. tubeTculosis
+ + C (30 d)
M. tuberculosis
Perro 2 exudado pleural - d - - nocardiosis
Perro 3
Pulmón
ganglio linfático
-
-
d
d
-
-
carcinoma
Perro 4 hígado - d - - carcinoma
Gato 1
pulmón
ganglio linfático
+
+
4
4
C,LJ(45d)
M. bovis
C (45 4)
M. bovis
NR
NR
tuberculosis
Gato 2 pulmón - d - P.l.F.
Gato 3
restos de órganos ++-i- + C (32 d)
Li (40 d)
M. tuberculosis
C, U (264)
M. tuberculosis tuberculosis
Gato 4
pulmón
ganglios
retrofaríngeos
±+-*
+++
+
+
C(26d)
LI (50 d)
M. tuberculosis
C, Li (50 d)
M. tuberculosis
C(20d)
Li (26 d)
M. tuberculosis
C (20 d)
U (50 d)
M. tuberculosis
tuberculosis
Gato 5 pulmón ++± + NR C, Li (32 d)M. bovis tuberculosis
a Tinción de las improntas con auramina fenolada
Existencia de lesiones sospechosas de tuberculosis; 4 dudosa
‘Cultivo en medios específicos (C, Coletsos; CS, Coletsos selectivo; Li, Lúwenstein-Jensen) para micobacterias
después de la descontaminación (TI’, ‘facquet y Tison; HPC, cloniro de hexadecilpiridinio). Días necesarios para
la obtención de colonias visibles entre paréntesis. NR, no realizado
Diagnóstico definid-va-de acuerdo co~ ~ r~cnltadn~ bactEriológicos e histopatológicos (realizados en el
Departamento de Patología Anima] II de la Facultad de Veterinaria de Madrid)
Animal
Perro 1
NR
NR
NR
NR tuberculosis
NR
NR
ResQitados
Tabla 11.6. Resultado del cultivo
padecer tuberculosis.
Anima]
y de PCR de las muestras de 9 animales (4 perros y 5 gatos) sospechosos de
Muestra Cultlvoa e PCRb Diagnóstico’
identificación
1S6110 ARNr 16S MPH’70
hígado M. tuberculosis + + +
pleura y peritoneo M. tuberculosis + + +
pulmón - - -
Perro 1 tuberculosis
riñón M. tuberculosis + + +
ganglio linfático M. tuberculosis + + +
piel M. tuberculosis 4 + +
Perro 2 exudado pleural - - - - nocardiosis
Pulmón - - - carcinoma
Perro 3 -
ganglio linfático -
Perro 4 hígado - - - carcinoma
pulmón M. bovis + + +
Ciato 1 tuberculosis
ganglio linfático M. bovis + + +
Gato 2 pulmón - - - - P.I.F.
Gato 3 restos de órganos Mt tuberculosis + + + tuberculosis
pulmón M. tuberculosis + + +
Gato ~ ganglios M. tuberculosis + + + tuberculosis
retrofaríngeos
Gato 5 pulmÓn M. bovis NR + + tuberculosis
Cultivo en medios específicos para micobacterias después de la descontaminación
Visualización de los productos dc la amplificación del AONextraído de la muestra, en geles de agarosa teñidos
con bromuro de etidio
Diagnóstico definitivo de acuerdo con los resultados bacteriológicos e bistopatológicos (realizados en el
Departamento de Patología Animal II de la Facultad de Veterinaria de Madrid)
NR: No realizado
3.4. DIAGNÓSTICO POR PCR DE LAS MUESTRAS DE AVES
Las muestras tisulares aviares mostraron una gran cantidad de bacilos ácido-alcohol
resistentes. Las muestras de las gallinas, la perdiz y el buho pudieron ser cultivadas en medios
rutinarios, prefiriendo el medio Middlebrook 7H11 para el crecimiento. El tiempo necesario
para el cultivo fue de cuatro a cinco semanas. La amplificación mediante PCR del ADN
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extraído directamente de las muestras permitió la identificación de M. aviurn en dos días
(Figura 11.11). Todas las pruebas realizadas en las heces de los nidos de cría de las águilas
fueron negativas.
Aunque se detectaron abundantes bacilos ácido-alcohol resistentes en la Unción directa
de las improntas de las muestras de los canarios, de la amazona y del guacamayo, el cultivo
fue negativo en los medios convencionales utilizados en nuestro laboratorio. Si se obtuvo
crecimiento de la muestra del guacamayo al cultivar ésta en el medio ‘7H9 enriquecido con
OADC w/WR 1339 (Difco Laboratories), 1 gIl hidrolizado pancreático de caseína y 4 gIl de
piruvato sódico. Tras la extracción del ADN y la amplificación con los iniciadores dirigidos
al gen que codifica el ARNr 168, una banda de 1.030 p.b. contirmó que los bacilos
pertenecían al género Mycobacterium (Figura 1L12). Sin embargo, no se amplificaron los
fragmentos específicos de 14. avium y M. intracellulare, descartando estas micobacterias como
origen de la enfermedad. La determinación de la secuencia amplificada por PCR identificó
al agente causal como M. genavense.
Tabla 11.7. Resultados del análisis bacteriológico y del PCR directo de las muestras aviares.
Caso Tinción de Cultivo PCR directot de las ¡nuestras
auramina Género Especie2
Mt aviutn
M. aviwn
Al. avium
M. avium
Al? avium
Gallinas 1 + ±4 +
Gallinas 2 + + 5 +
Perdiz + ±4 +
Mor + +
Buho + + 5 semanas +
Aguila imperial -
Canarios4 + - + M.
Amazona + - + M.
Guacamayo + + M.
Producto de la amplificación detectado en gel de agarosa
2 Identificación de Al. avium o Al. intracellulare
Identificación mediante la secuenciación del producto de PCR especifico de género
Resultados publicados (Ramis er ál, 1996)
Cultivo en el medio 7119 enriquecido con OADC w/WR (Difco)
semanas
semanas
semanas
genavens¿
genavense3
genavense3
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3.5. PCR NESTED
Las reacciones con las dos parejas de oligonucícótidos iniciales no fueron
satisfactorias. La amplificación con IP-A e IP-E producía una banda dc 202 p.b. muy débil,
que aparecía incluso en los tubos inoculados con M. avium y Al. intraceilulare. La
amplificación con NP-F y NP-R generaba un producto muy débil y de un tamaño
sensiblemente mayor del esperado.
Los tubos con la combinación de los iniciadores se prepararon para averiguar qué
iniciador causaba el error. TBI-F y TBI-R con hibridación a 610C generaron un producto de
372 p.b.. IP-A e IP-B con hibridación a 610C produjeron una banda muy débil, menor a la
anterior. A 610C, NP-F y NP-R no produjeron bandas; pero a 500C apareció un producto muy
débil y de gran tamaño. Tanto a 50 como a 610C, el producto de NP-F e IP-E eran muy débil
y mayor de 372 p.b. NiP-F y TB1-R con hibridación a 61 y a 500C generaron un producto
fuerte y menor de 372 p.b. Sin embargo NP-R y TBl-F con hibridación a 610C no originó
ninguna banda, ni tampoco la amplificación con NP-R e IP-A a 61 y a 500C. Según estos
resultados puede deducirse una hibridación inespecífica de los iniciadores IP-B y NP-R en la
zona del genoma exterior al iniciador TB l-R, por lo que se produce un fragmento mayor,
principalmente al utilizar una temperatura de hibridación baja y poco específica. Se sustituyó
la secuencia del iniciador de la cadena 3’ a 5’.
En la optimización de las condiciones de la reacción con NP-F y NP-R2, el producto
de mayor intensidad se consiguió al utilizar 30 ng de cada iniciador y 1 mM de MgCl
2. En
las evaluaciones en paralelo de la sensibilidad de ambas reacciones de PCR, tanto TB- 1 como
NP-FR2 detectaron las diluciones lIÉ a io~, el PCR combinado (primero IB- 1 y después
NP-FR2) pudo detectar la dilución 106. Al inocular ADN purificado TB- 1 y NP-FR2 pudieron
detectar 5x10’
3 g/ul, mientras que el Nested-PCR pudo detectar entre 10’~ y 10¡8 tul. Sin
embargo, en la comprobación de la reproducibilidad de los resultados pudimos observar que
este método es fácilmente susceptible de contaminación, a pesar de respetar unas estrictas
condiciones de trabajo.
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3.6. MODIFICACIÓN DEL PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN
En la amplificación directa de los sobrenadantes y sedimentos descontaminados no se
obtuvo ningun resultado, probablemente debido a una inhibición de la reacción por parte del
SOS, NaOH y HPC. Una vez purificados, se detectó ADN en el sedimento de las
suspensiones 10’ a í0-~ y en el sobrenadante de las 1(1’ a 10’ descontaminadas con NaOH-
SOS, y en e) sedimento de la 10’ y sobrenadantes dc 10’ a ío~ de las descontaminadas con
HPC. En ausencia del efecto protector de tejido, ambos métodos de descontaminación rompen
bacterias (que además se pueden perder en la centrifugación), este efecto es mucho mayor con
el HPC, ya que apenas se detectan células en el sedimento. Sin embargo, el HPC es mucho
menos letal y produce mejores resultados en el cultivo.
La inactivación durante 1 hora a 740C reduce la eficacia aproximadamente 10 veces,
ya que el sedimento fue positivo en el PCR hasta la dilución 10’, mientras que el
sobrenadante fue positivo hasta la lot En el tratamiento con proteinasa K todos los
sedimentos fueron negativos, y en los sobrenadantes se amplificaron el fragmento de género
y la secuencia de la MPB7O, indicando que la proteinasa K es efectiva en la rotura de las
células y que el DNA pasa al sobrenadante. Tras la centrifugación a alta velocidad puede
detectarse ADN tanto en el sedimento como en el sobrenadante de las diluciones 10’ a iot
es decir, en la centrifugación se pierden muchas bacterias. Al comparar las amplificaciones
obtenidas antes y después de purificar con el sistema Wizard Minipreps DNA purification
Systcm (Promega) las diluciones 1/2<) de las suspensiones de micobacterias observamos que
el sistema de purificación permite detectar la suspensión inicial 10’ (dilución (L5x 10~),
mientras que directamente se detecta solamente hasta la suspensión 10.2, pero muy débilmente.
En los homogeneizados sembrados con la suspensión 10’ descontaminados con NaOH-
SOS se detectan los productos amplificados de género (muy débil) y de complejo, en el
homogeneizado descontaminado con HPC solamente la de complejo. En ambos aparece
mucho fondo de ADN tisular. En los homogeneizados sembrados con la ¡0.2 se detecta cl
fragmento específico de complejo pero no el de género. El protocolo que incluyó aceite
permitió detectar la banda de especie en la suspensión 102.
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De los siete métodos de extracción probados en los homogeneizados de las dos
muestras clínicas, los que ofrecieron mejores resultados fueron los métodos 3 y 4, en los que
se detectó unicamente el fragmento específico de complejo. En los métodos 1 y 5 apareció
una débil banda en una de las muestras.
En la comparación de la sensibilidad obtenida en la reacción con los iniciadores 1541
e 1543, y en la reacción con los dirigidos al ADNr 165 y MPB7O, se comprobó un ligero
aumento de la sensibilidad con esta última. Los tubos de PCR que incluyen iniciadores para
el fragmento de género y del MPB7O permitieron detectar hasta una dilución io~ (género).
y l0~ (MPB7O).
3.7. EVALUACIÓN DEL NUEVO M TODO DE EXTRACCIÓN
Los métodos de extracción seleccionados se evaluaron en homogeneizados sembrados,
asi como en muestras clínicas (Figuras 11.13 y 11.14). En homogeneizados sembrados, los
métodos inicial e intermedio permitieron detectar los sembrados con las diluciones 10.2 y 10’.
La intensidad de los productos de la amplificación del ADN extraído siguiendo el método
intermedio fueron ligeramente más fuertes que los obtenidos con el método inicial,
probablemente debido a que el tratamiento térmico produce la lisis de un porcentaje de las
micobacterias presentes en la muestra, con la consecuente pérdida de ADN al centrifugar ésta
y descartar el sobrenadante. La utilización del protocolo definitivo permitió detectar el
homogeneizado sembrado con la dilución lOt Esto representa una mayor sensibilidad de la
técnica, ya que es capaz de detectar un número diez veces menor de M. bovis presentes en
la muestra.
Posteriormente, estos protocolos de extracción se evaluaron en seis muestras clínicas
seleccionadas, cuyo cultivo de Al. bovis habla sido positivo, y cinco de ellas microscopia
directa positiva. Cinco de estas muestras fueron positivas mediante PCR con el método
definitivo, mientras que los métodos inicial e intermedio detectaron solamente tres.
Como resultados de estos experimentos, se seleccionó el último método como el más
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sensible y se utilizó para analizar 123 muesiras tisulares más. Los resultados sc desglosan en
la tabla 11.8. El método de extracción definitivo detecté el 90,6% de las muestras cultivo de
14. bovis positivo, incluyendo 13 de 17 muestras (76,5%) negativas en la tinción. Siete de las
diez muestras cultivo negativo y auramina positivo fueron positivas por PCR: estas siete
muestras presentaron también lesiones. Las cuatro muestras cultivo y auramina negativo, pero
PCR positivo, tenían lesiones y provenían de animales de rebaños infectados. Todas las
muestras de animales de rebaños libres de la infección fueron cultivo, microscopia y PCR
negativo.
Si las muestras cultivo y/o PCR positivo fuesen consideradas infectadas, el nivel de
detección seda 89,7 y 91,6% respectivamente.
Tabla 11.8. Resultados dcl análisis bacteriológico y PCR de 129 muestras tisulares.
pee
Cultivo positivo Cultivo negativo
Auramina + Auramina - Auramina + Aurarnina -
Vacuno 63 (58V 14 (11) 6<3) 15 (0)
Caprino 8 (8) 3 (2) 4 (4) 8 (4)
Gatos, ciervos, 8 (8)
jabalíes
Total 79 (74) 17 (13) 10 (7) 23 (4)
Resultados de PCR entre paréntesis
En todas estas muestras el fragmento de 1.030 p.b. específico del género
Mycobacterium no aparece amplificado, a pesar de que si existe amplificación del fragmento
del gen que codifica la MPB7O característica del complejo 14. tuberculosis (de menor tamaño
molecular).
El ADN extraído de 31 de estas muestras (22 cultivo positivo y 9 cultivo negativo)
se amplificó en paralelo en dos reacciones para detectar el fragmento específico del género
Mycobacrerium, la priniera reacción detecta las primeras 1030 p.b. del gen, y la segunda un
fragmento de aproximadamente 520 p.b. en el extremo 3’ del mismo gen. La amplificación
del ADN con los iniciadores para el fragmento de 1.030 p.b. fue infructuosa. En 20 de 26
214
Resultados
ADNs cuya amplificación del gen MPB7O había sido positiva se detectó amplificación del
fragmento pequeño del gen para el ARNr 16S (77%); 16 fueron extraídos de muestras cultivo
positivo, y 4 de muestras cultivo negativo. Este fragmento se detectó también en una de las
5 muestras cultivo negativo y en las que el PCR con iniciadores para la MPB7O no detectó
ADN de micobacterias; esta muestra presentó lesiones atípicas.
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1.250 pAt
317 p.b.
Figura 11.4. Elección de la fracción del homogeneizado de tejido sobre la que realizar
el protocolo de extracción del ADN. El ADN extraído se aplificó en los tubos de detección
de la 156110; una banda de 317 p.b. indica la presencia de ADN de microorganismos del
complejo Al. tuberculosis, una banda de 1.250 p.b. representa la amplificación del control
positivo, por lo tanto que no está inhibida la reacción. Las calles p son tubos inoculados con
ADN de M. tuberculosis utilizados como control positivo de la reacción. Las calles 1 a 12
muestran el resultado de la amplificación del ADN extraído; calles del grupo 1, del sedimento
de la centrifugación a 12.000 r.p.m. del homogeneizado descontaminado y no inactivado;
calles del grupo 2, del sedimento de la centrifugación del homogeneizado descontaminado e
inactivado; calles del grupo 3, del sedimento de la centrifugación del homogeneizado no
descontaminado e inactivado; calles del grupo 4, del sobrenadante de la centrifugación del
homogeneizado descontaminado e inactivado. La muestra utilizada para las calles b fue hígado
del perro caso número 1. Las otras dos muestras, a (P4g) y c (P3p>, provenían de vacuno y
corresponden a pulmón y ganglio linfático, ambas cultivo positivo.
Resultados
SNPABCD
1250 p.b.
317 p.b.
Figura ILS. Detección del ADN de las micobacterias en muestras clínicas. La calle 5
contiene el estándar de pesos moleculares 1X174 DNA-HaeIll (1358, 1078. 872, 603, 310,
281, 271, 234, 194, 118 y 72 p.b.) (Pharmacia); calle N, control negativo; calle P,
amplificación de ADN de Al. tuberculosis ATCC 25177; calles A a D, amplificación del ADN
extraído de las muestras clínicas. Una banda de 1250 p.b. indica la amplificación del control
interno. Una banda de 317 p.b. indica la presencia de ADN de microorganismos del complejo
14. tuberculosis.
N P A B C O
1.250 p.b.
317 p.b.
Figura 11.6. Southern blot e hibridación de los productos amplificados con sondas
dirigidas a la 1S6]JO y al control positivo interno de la reacción. Calle N, control negativo;
calle P, amplificación de ADN de M. tuberculosis ATCC 25177; calles A a D, amplificación
del ADN extraído de las muestras clínicas.
Resultados
5 P N A B C D E F G H 5
1.250 b.p.
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Figura 11.7. Determinación del ADN de micobacterias extraído a partir de tejidos de
los perros y gatos, y amplificado mediante PCR con iniciadores dirigidos a la ISÓIIO. Una
banda de 317 p.b. indica la presencia de A.DN de microorganismos pertenecientes al complejo
14. tuberculosis; una banda de 1.250 p.b. indica que la reacción no estaba inhibida. Calles 5,
ADN del fago PX174 digerido con la endonucleasa Haelil (Pharmacia) utilizado como
estándar de pesos moleculares. Las calles P y N son los controles de extracción positivo y
negativo; las calles A a D corresponden a los perros casos número 1 a 4, y las calles E a H
a los gatos casos número 1 a 4.
PNABCDEFGH
317 p,b.
Figura 11.8. Southern blotting e hibridación de los productos de la amplificación
obtenidos con los iniciadores 1S41 e 1543, con una sonda interna de la 1S6110. Las zonas con
color señalan hibridación específica. Las calles P y N muestran los controles de extracción
positivo y negativo; las calles A a H, la hibridación con el ADN extraído directamente de las
muestras de los animales y amplificado. Las calles A a D corresponden a los perros casos
número 1 a 4; las calles E a H corresponden a los gatos casos número 1 a 4.
*0*
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5 P N A B C D E F O H S
372 b.p.
Figura 11.9. Determinación del ADN de micobacterias extraído a partir de tejidos y
amplificado mediante PCR con iniciadores dirigidos a la MPBYO. Una banda de 372 p.b.
índica la presencia de ADN de microorganismos pertenecientes al complejo Al. tuberculosis.
Calles 5, ADN del fago 1X174 digerido con la endonucleasa HaellI (Pharmacia) utilizado
como estándar de pesos moleculares. Las calles P y N son los controles de extracción positivo
y negativo; las calles A a D corresponden a los perros casos número 1 a 4 y las calles E a
H a los gatos casos número 1 a 4.
PNABCDEFGH
372 p.b.
Figura 11.10. Southern blotting e hibridación de los productos amplificados con una
sonda para MPB7O. Las zonas con color señalan hibridación específica. Las calles P y N
muestran los controles de extracción positivo y negativo; las calles A a FI, la hibridación con
el ADN extraído directamente de las muestras de los animales y amplificado. Las calles A
a O corresponden a los perros casos número 1 a 4; las calles F a FI corresponden a los gatos
casos número 1 a 4.
~fii.
Resultados
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Figura 11.11. Determinación del ADN de micobacterias en tejidos aviares por
amplificación del gen que codificael ARNr IÓS, específico del género Mycobacterium (1.030
p.b.), y del fragmento específico de Al. avium (180 p.b.). Calles 5,100 b.p. ladder DNA
(Pharmacia); calle P, ADN de Al. bovis; calle P’, ADN de Al. avium; calle N, control
negativo; calles A y E, amplificación de ADN extraído de tejido hepático de una gallina y
de un azor; calle C, amplificación de ADN extraído del granuloma cutáneo de un Amazona.
1.030 pb.
372 pAt
180 p.b.
Figura 11.12. Determinación del AUN de micobacterias en tejidos aviares por
amplificación del gen que codifica el ARNr 165, específico del género Mycobacteriunz (1.030
p.b.), del fragmento específico de M. avium (180 p.b.) y de la MPB7O, específica del
complejo Al. tuberculosis (372 p.b.). Calles 5, 100 b.p. ladder DNA (Pharmacia); calle P,
ADN de Al. bovis; calle P’, ADN de Al. avium, calle N, control negativo; calles A y E,
amplificación del AUN extraído de las muestras de los cananos.
Resultados
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Figura 11.13. Determinación de ADN de 14. bovis DNA por PCR. Calle S, 100 base-
pair ladder (Pharmacia) utilizado como estándar de pesos moleculares; calle P, control
positivo; calle N, control negativo. Una banda de 372 p.b. indica la presencia de AUN de
microorganismos del complejo M. tuberculosis. Una banda de 1.030 p.b. indica AUN de
organismos del género Mycobacterium.
A. Amplificación del ADN extraído de los homogeneizados sembrados con las diluciones 10.2,
101 and ~<}4 de 14. bovis. Calles 1, protocolo inicial; calles 2, intermedio; calles 3, definitivo.
13. Amplificación de AUN preparado a partir de muestras tisulares (A, 13, C y O) utilizando
los tres protocolos de extracción (1, inicial; 2, intermedio; 3, definitivo).
Resultados
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Figura 11.14. Detección de AUN de micobacterias extraído de muestras clínicas y
amplificado con iniciadores dirigidos a los genes que codifican el ARN 165 (1.030 p.b.) y la
MPB7O (372 p.b.). Las calles 5 contienen el marcador de pesos moleculares 100 b.p. ladder
(Pharmacia). Calle N, control negativo de la reacción; Calle P, control positivo inoculado con
la dilución 1/100 de una suspensión de Al. bovis. Las calles a a fi, amplificación del ADN
extraído de muestras clínicas utilizando el protocolo definitivo.
4. DISCUSIÓN
El riesgo que las infecciones por micobacterias suponen para las personas y los
animales acentúa la necesidad de una identificación rápida del agente etiológico.
Se han desarrollado numerosos estudios para detectar micobacterias con la técnica de
la PCR, pero pocos estudios han analizado muestras tisulares, especialmente de animales.
Muchos ensayos de detección de micobacterias han demostrado su utilidad en esputos y
muestras líquidas (orinas, liquido cefaloraquideo, pleural) proveniente de seres humanos que
a menudo contienen un gran número de bacilos. Estos trabajos han descrito condiciones de
lisis por sonicación, calentamiento de 55 a 1000C, tratamientos con detergentes, NaOH,
proteasas, lisozima, o de congelación-descongelación (Brisson-N6el et ál, 1989; DeWitt et ál,
1990; Hermans et U, 1990; Eisenach et U, 1991; Plikaytis et ál, 1991; Sritharin et U, 1991;
Savic et U, 1992), generalmente seguidos de una extracción fenol-cloroformo para purificar
el ADN. Para la detección directa de M. tuberculosis en muestras, el PCR es más sensible que
los métodos de cultivo tradicionales (Brisson-Nóel et U, 1989; Pao et U, 1990; Cousins et ál,
1992).
Aunque teóricamente el PCR puede detectar 1 fentogramo (fg) de AUN purificado el
nivel de detección disminuye progresivamente al hacerse más compleja la muestra, como en
el caso de los tejidos, ya que son más difíciles de procesar y la extracción del ADN de las
micobacterias es más complicada. Este descenso en la sensibilidad puede estar causado por
varios factores: (a) fallo en la extracción de microoganismos del complejo Al. tuberculosis u
otras micobacterias a partir del tejido, porque a menudo son patógenos intracelulares, siendo
laboriosa su purificación a partir de las muestras clínicas, (b) un fallo en la extracción del
ADN de estos microoganismos ya que la estructura y la impermeabilidad de las paredes
celulares de las micobaterias hace que su lisis sea muy difícil, y (c) presencia de inhibidores
de la reacción de PCR. Los compuestos de los tejidos, tales como la hemoglobina (Mercier
et U, 1990), pueden inhibir la reacción de amplificación, por lo que deben ser eliminados
antes del proceso de amplificación. Además, algunos autores han descrito que las muestras
de tejidos producen más bandas inespecíficas que las suspensiones (Wards et U, 1995),
probablemente debido a la gran cantidad de AUN eucariota de la muestra, Este ADN celular
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puede interferir en la reacción de PCR y producir manchas (s¡nears> en el gel de agarosa que
enmascaran el resultado.
El sistema de detección descrito permite la identificación rápida y sensible de
microorganismos de los complelos 14. tuberculosis y M. aviurn-intracelíulare, cumpliendo los
criteros necesarios; (1) eficiente rotura del tejido para provocar la liberación de las
micobacterias, (2) lisis de estos microorganismos para obtener sus acidos nucleicos, (3)
purificación del AUN, eliminando sustancias inhibidoras y (4) utilización de oligonucícótidos
específicos para los microoganismos a determinar.
Durante el desarrollo del método de extracción inicial se comprobó que las etapas de
descontaminación del homogeneizado de la muestra con NaOH y SDS, el lavado del
sedimento y el tratamiento con proteinasa K eran esenciales para la obtención del ADN. La
purificación de este ADN con Wizard Minipreps DNA Purificaction System (Promega) era
una forma rápida de eliminar inhibidores.
Sin embargo, la compleja estructura de los tejidos, la contaminación con el ADN
encariota y la presencia de los restos tisulares producían una disminución de la sensibilidad
que afectaba especialmente a las muestras con un bajo número de bacilos. Con el método de
extracción inicial pudo identificarse la infección con micobacterias del complejo M.
tuberculosis en el perro y los gatos, y con Al. aviuin o Al. genavense en las aves. Sin
embargo, detectó solamente el 71,4% de las muestras de ganado vacuno que fueron
confirmadas mediante cultivo.
Con el objetivo de incrementar la sensibilidad del diagnóstico se modificó la técnica
inicial de extracción del AUN de las micobacterias a partir de las muestras tisulares. Los
pasos en los que se produce una pérdida de AUN se estudiaron en diluciones decimales de
una suspensión de micobacterias. Para evaluar su capacidad de detección y el efecto de las
sustancias tisulares, los nuevos protocolos se ensayaron inicialmente en homogeneizados
sembrados con alícuotas de diluciones bacterianas. La evaluación definitiva se llevó a cabo
en tejidos naturalmente infectados, ya que la localización intracelular de las micobacterias
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puede afectar al método.
El protocolo definitivo de extracción del ADN a partir de los tejidos y la posterior
amplificación permitieron la detección del 90,6% de las muestras confirmadas por cultivo.
La combinación de las sustancias descontaminantes NaOH y SDS, utilizadas en el
método de Tacquet y Tison, son efectivos no solamente en la descontaminación de la muestra,
sino también como primer paso en el protocolo de extracción de las micobacterias porque
producen lisis del tejido, liberando los microorganismos y eliminando al medio sustancias
tisulares. Como pudimos comprobar en la elección de la fracción de homogeneizado y en la
evaluación de las pérdidas de ADN, esta descontaminación causa también la destrucción de
una parte de las micobacterias contenidas en la muestra; sin embargo, es el método de
elección por su acción sobre el tejido. La posterior centrifugación a 3.500 r.p.m., aunque
puede perder bacterias, elimina sustancias tisulares en el sobrenadante. Es además muy
práctico poder realizar dos alícuotas en paralelo con el mismo tratamiento, una para el cultivo
y otra para la extracción del ADN.
El tratamiento de 750C durante 1 hora de este sedimento, realizado en un baño de
agua, inactiva las micobacterias, haciendo más seguro el trabajo en el laboratorio. Sin
embargo, provoca la ruptura de parte de las micobaterias, y asociada a la posterior
centrifugación, produce una pérdida de AUN micobacteriano y por lo tanto, disminuye la
sensibilidad. La temperatura de pasteurización mata las micobacterias, aunque la sensibilidad
a la temperatura varía según la especie y el tiempo de tratamiento. La temperatura necesaria
depende del volumen, de la densidad de microorganismos, del tamaño de los agregados y de
la presencia de otros productos; por ejemplo, el desinfectante tiene efecto sinergista (Zwadyk
y a U, 1994). Esta inactivación solo es efectiva si se realiza en un baño de agua. La
subsiguiente centrifugación a alta velocidad y el lavado de los sedimentos eliminan productos
celulares del tejido roto en el tratamiento térmico, así como ADN eucariota y restos de las
sustancias descontaminantes (NaOH y SDS) que inhiben la reacción de PCR.
La digestión con proteinasa K disgrega los restos de tejido y rompe las micobacterias.
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Sin embargo, y a pesar de la digestión con esta enzima, algunas veces quedan restos de
material tisular conglomerado. La lisis del tejido es más completa al utilizar lisozima y una
combinación de SDS y proteinasa K. El posterior tratamiento a 1000C durante 5 minutos tiene
por principal objetivo desnaturalizar la proteinasa K para evitar que pudiese afectar a la
polimerasa, además permitida la rotura de las últimas micobacterias que, aunque inviables,
hubiesen resistido íntegras.
La introducción en la extracción del CTAB, con capacidad para unir proteínas y
polisacáridos, incrementa la eliminación de sustancias inhibidoras. La posterior purificación
del ADN con Wizard Minipreps DNA Purificaction System (Promega) es suficiente, evitando
los pasos tradicionales de isopropanol y etanol, y recupera ADN, a la vez de ser más rápida
y cómoda.
Esta técnica de extracción del ADN puede igualmente aplicarse para obtener un
diagnóstico cuando las muestras estén en condiciones que impliquen una pérdida en la
viabilidad de las micobacterias, y por lo tanto serían negativas en el cultivo; por ejemplo,
muestras mal conservadas, congeladas y decongeladas varias veces, mantenidas a temperatura
ambiente mucho tiempo, o cuando las micobacterias hayan sido destruidas en el proceso de
descontaminación necesario para su cultivo en medios tradicionales (Wilton et ál, 1992).
La utilización de tres parejas de iniciadores incrementa las posibilidades de
identificación. A pesar del diferente número de copias en que están presentes, no se encontró
diferencia entre la sensibilidad del PCR dirigido a la detección de la 156110 y la MPB70 para
identificar micobacterias pertenecientes al complelo M. tuberculosis. Al amplificar 5 ~ilde una
dilución decimal preparada a partir de una suspensión de 14. bovis equivalente al número 5
de MacFarland e inactivada a 1000C durante 10 minutos, para comparar la detección de
MPB7O y la 156110, ambas pruebas amplificaron hasta la ~ La reciente descripción de
algunas cepas de M. tuberculosis carentes de la 1S6110 en países de Asia y África, aconsejan
la utilización de al menos otra prueba para detectar el complejo M. tuberculosis (Van
Soolingen et U, 1994).
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El empleo de los iniciadores para el gen que codifica el ARNr 16S permite reconocer
la presencia de microorganismos del género Alycobacteriurn. En caso de que las otras 2
reacciones de PCR sean negativas se puede considerar que la micobacteria involucrada en el
proceso no pertenece al complejo 14. tuberculosis ni a M. avium-inrraceilulare y se trate de
una atípica. La secuenciación del fragmento amplificado específico del género Mycobacteriurn
permite la identificación del agente etiológico.
Desafortunadamente, la amplificación del fragmento de 1.030 p.b. específico de género
no fue constante, estando relacionada con el método de extracción y el número de bacilos
presentes en la muestra. En general, si la carga bacteriana es alta (como en el caso de
micobacteriosis aviares y algunos animales de compañía) aparece el fragmento
independientemente del método de extracción utilizado. Cundo el número dc bacilos es
escaso este fragmento no se amplifica, especialmente si se ha utilizado el método de
extracción definitivo. En la amplificación con iniciadores para los fragmentos específicos de
género ARNr 165 y de complejo para la identificación de colonias de cultivos o en las
diluciones de éstos no existe competencia, o de existir variaciones (según lotes de tubos)
apenas varía más de una dilución generalmente a favor del fragmento de género. Sin embargo,
al amplificar ADN extraído de tejidos se amplifica solamente el fragmento de menor tamano.
Este hecho podría estar motivado por la cantidad inferior de ADN o por la presencia de
alguna sustancia tisular que afecte la reacción, aunque no la inhiba.
Plikaytis et él (1991) encontraron un efecto similar al amplificar ADN de 14.
tuberculosis en el mismo tubo para obtener un fragmento de 317 p.b. de la 156110 y un
fragmento de 576 p.b. del gen groEL. La banda de menor tamaño se amplificó eficientemente,
mientras que la banda de mayor tamaño no era detectable porque se amplificó 20 veces
menos que cuando lo hacía separadamente en otro tubo. En esta ocasión, los autores lo
atribuyeron a la influencia relativa del número de copias. Los resultados de la prueba en
paralelo del ADN extraído con iniciadores para el fragmento largo y para el corto del gen del
ARNr 16S sugieren que en la extracción sc produce una rotura del ADN.
Para evitar contaminaciones es necesario seguir unas severas normas en el laboratorio
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(Kwok et ál, 1989; Wright et ál, 1990). La mayor fuente de contaminación potencial es el
producto amplificado (amplicon) debido al elevado número de copias que se produce en una
reacción de PCR. Cada tubo de PCR puede contener hasta 101=copias de la secuencia diana;
una gota de aerosol (10.6 pl) contiene hasta ío~ copias (Kwok et ál, ¡989; Persing, [991). La
forma más sencilla para evitar que estas copias amplificadas puedan contaminar las
amplificaciones posteriores es utilizar laboratorios y material independientes en la preparación
de tubos, inoculación de ADN y electroforesis de los productos.
Otras posibles fuentes de contaminación son las muestras clínicas que contienen un
gran número de bacilos, produciendo contaminación cruzada entre las muestras (Wright et ál,
1990; Persing, 1991). Es aconsejable incluir siempre un control negativo de extracción, y
procesar las muestras muy infectadas (por ejemplo, muestras aviares) de forma independiente.
Simultáneamente es conveniente extremar el cuidado con el material de laboratorio. Durante
este estudio no se detectaron falsos positivos; los controles negativos procesados en cada lote
de muestras e incorporados en cada lote de tubos no detectaron ADN contaminante. Además
se utilizaron condiciones de reacción deliberadamente estrictas respecto a las temperaturas de
hibridación altas (600C para el fragmento específico de género y la MPB7O, 680C para la
156110) y baja concentración de enzima para minimizar una posible reacción cruzada con
otras especies que pudieran estar incluidas en la muestra. La especificidad de los fragmentos
de amplificación se confirmó mediante Southern blot.
El PCR nested tiene una sensibilidad muy superior a una PCR sencilla (Plikaytis et
ál, 1990; Pierre et ~l, 1991; Miyazaki et Al, 1993). Teóricamente esta reacción incrementa la
especificidad ya que la segunda amplificación requiere la hibridación de los iniciadores con
el fragmento amplificado. La reacción en dos pasos desarrollada permitió incrementar la
sensibilidad del método, sin embargo, es fácilmente susceptible de contaminación.
El rendimiento de la PCR en muestras clínicas puede estar limitado por la presencia
de inhibidores, originando hasta un 20% de falsos negativos (Fauville-Dufaux et Al, 1992;
Soini et Al, 1992; Clarridge et Al, 1993; Nolte et Al, 1993). Esta inhibición es un importante
obstáculo en la aplicación rutinaria del diagnóstico por PCR. En este estudio y debido a la
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eficiencia de la eliminación de restos de material tisular del protocolo utilizado, el control
interno incluido en los tubos de la 186110 no detecté ninguna inhibición, obteniéndose a partir
de todas las muestras la banda de 1.250 pib. En algunos casos, cuando el ADN inoculado en
los tubos estaba muy concentrado, se amplificó solamente la 1S6110, no apareciendo la banda
de control positivo. No obstante, puesto que si se visualizó la 1S6110, es obvio que no existió
inhibición.
El límite de la sensibilidad del PCR es controvertido. Los distintos grupos de autores
han calculado la sensibilidad del PCR midiendo en un espectrofotámetro la concentración de
una dilución de ADN purificado que es capaz de detectar, considerando que el tamaño del
genoma de Al. bovis es 2 x ío~ Da (Baess, 1984; Imaeda, 1985) o 2,5 x 10~ Da (Thierry et
ál, 1990) para calcular el número de microorganismos correspondientes.
En diluciones de AUN purificado el nivel de detección con iniciadores dirigidos al gen
que codifica la MPB7O es de 10 fg (equivalente a 2 genomas) (Wards et ál, 1995) a 25 fg de
ADN de 14. bovis (Cousins et Al, 1991). Con iniciadores para la secuencia 156110 detecta
entre 1 fg (Eisenach a Al, 1990 Wards et Al, 1995) y 10 fg (Thierry et ál, 1990). Al utilizar
iniciadores dirigidos al fragmento de 1.030 p.b. especifico de género, la amplificación de 10
pg de ADN es detectables en gel de agarosa (Bóddinghaus et 61, 1990); esta sensibilidad
puede aumentar 100 veces (0,1 fg) si los productos son detectados por hibridación
(B~ddinghaus et Al, 1990). Teniendo en cuenta el tamaño aproximado del genoma de las
micobacterias, 0,1 fg equivale a aproximadamente cl 2% del total de los ácidos nucleicos
contenidos en una bacteria (Bóddinghaus et Al, 1990).
La sensibilidad de la PCR disminuye cuando se trabaja en diluciones de cultivos, este
método detecta de 10 a 100 células dependiendo de los iniciadores utilizados. En tejidos
sembrados artificialmente con micobacterias el test es menos sensible, detecta una carga
visible microscópicamente, de 2x103 a 5x103/ml en total, lo que corresponde a un número
aproximado de bacterias viables de 600 a 1500 UFC/ml (Wards et ál, 1995). Este dato es
semejante al encontrado por Pattyn et Al, (1992) de í0~-l0~ de Al. leprae/g de tejido
homogeneizado.
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En realidad es muy difícil determinar el número de micobacterias presentes en cada
dilución debido a la hidrofobicidad y la característica tendencia a formar agregados, por lo
que puede no ser posible la correlación directa entre UFC y genomas de micobacterias. Por
cada microorganismo vivo puede haber varios muertos que contribuyan a incrementar la
sensibilidad aparente del PCR (Zwadyk et Al, 1994).
Aplicado en muestras clínicas, principalmente esputos, el PCR tiene una sensibilidad
muy alta, según las diferentes publicaciones entre 79% (Shawar et ¿11, 1993), 80,6% (Veringa
et Al, 1992), 87% (Forbes et Al, 1993), 92% (Buck et Al, 1992), 93,9% (Fauville-Dufaux et
Al, 1992), 95% (Savic et Al, 1992) y 98% (Beige a Al, 1995) de las muestras confirmadas
mediante cultivo. Sin embargo, los niveles de sensibilidad son cuestionables. En una prueba
comparativa interlaboratorial se enviaron a siete laboratorios experimentados un grupo de
muestras codificadas (Noordhoek et Al, 1993). Estas muestras estaban sembradas con
diferentes cantidades de Al. bovis BCO para ser diagnosticadas en cada centro por PCR con
iniciadores dirigidos a la 156110. Los resultados fueron sorprendentes; el 22% de las muestras
control negativas fueron clasificadas como positivas. La capacidad para detectar 1.000 o
10.000 bacterias en los 200 ¡±1de muestra dependió ampliamente de cada laboratorio; del 2
al 90% (la media fue 54%) para 1.000 bacterias, y del 20 al 100% (media 70%) para 10.000
bacterias (Noordhoek et Al, 1993).
La identificación con el método de extracción inicial permitió la detección del 71,4%
del vacuno infectado. Las muestras de dos animales del grupo 1, diagnosticados como
infectados en las campañas de erradicación mediante la intradermotuberculiización y el IFN-
gamma, fueron negativas al ser cultivadas pero positivas en el diagnóstico mediante PCR. En
la necropsia, estos animales presentaron lesiones compatibles con tuberculosis, y en la tinción
directa de las muestras seleccionadas aparecieron bacilos ácido-alcohol resistentes. En una de
estas muestras se cultivaron micobacterias de crecimiento rápido (no pertenecientes al
complejo 14. tuberculosis). El PCR realizado a estas colonias fue negativo. Es posible que el
sobrecrecimiento de estas colonias impidiese el crecimiento de Al. bovis presentes en la
muestra. El crecimiento de 14. bovis es característicamente disgónico y lento en comparación
con el de la mayoría de las micobacterias (incluyendo 14. tuberculosis), por lo que en un
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cultivo mixto no pueden ser detectados. Los agresivos métodos de descontaminación
utilizados pan eliminar la flora contaminante en las muestras tienen también efectos
peijudiciales en Al. bovis; el PCR permite detectar tanto las bacterias viables como las
inviables, que sin embargo, no pueden ser detectadas en el cultivo.
Treinta animales del grupo 1 fueron cultivo y PCR negativo. Los resultados del cultivo
y el PCR de 21 de los 30 animales del grupo 1, sin lesiones visibles y negativas en la tinción
con auramina, sugiere que estos animales no estaban infectados, o bien que las muestras
seleccionadas no fueron las adecuadas al presentar lesiones incipientes que no pudieron ser
detectadas (Kantor et Al, 1987), una temprana exposición a las micobacterias, suficiente para
causar sensibilización frente a los tests inmunológicos, pero no para producir lesiones
(Duffield a Al, 1989). Los otros 9 animales, también cultivo y PCR negativo, presentaron
lesiones macroscópicas compatibles con tuberculosis o tinciones con auraniinas positivas, pero
que no pudieron ser confirmadas por lo que se consideran falsos positivos. Este resultado es
consistente con el hecho de que no todas las lesiones consideradas tuberculosis encontradas
en el examen post-moflen tiene realmente este origen (Tammemagi et Al, 1973; Kantor et Al,
1987), aunque es imposible descartar una escasa sensibilidad del cultivo y del PCR en
lesiones crónicas.
A pesar de que se ha prestado poca atención a la tuberculosis en los pequeños
animales, esta enfermedad debe ser considerada como un peligro para la salud humana debido
a su posible papel en la producción y mantenimiento de la enfermedad (Hawthorne u Al,
1957). Además, la tuberculosis en estos animales puede ser un revelador de la enfermedad
humana, por lo que el diagnóstico de un caso de tuberculosis en un animal de compañía debe
estar siempre seguido de una investigación epidemiológicacompleta, que incluya tanto a otros
animales como a personas en contacto con el animal diagnosticado, y en todos los casos, de
una revisión médica de los propietarios. También la identificación de casos de tuberculosis
en humanos debería estar seguida de la evaluación clínica de los perros y gatos en contacto,
como posibles reservonos, así como en caso de brotes de 14. bovis en granjas.
Según varios autores (Hawthorne et Al, 1957; Isaac et Al, 1983; Greene, 1984; Clercx
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et Al, 1992) la mayoría de los casos de tuberculosis felina están producidas por M. bovis. Sin
embargo, en este estudio, Al. tuberculosis fué aislado de 2 gatos. Esta reducción de la
tuberculosis canina y felina producidas por M. bovis puede estar motivada por la creciente
utilización de comidas comerciales preparadas para animales de compañía, y por la menor
prevalencia de la tuberculosis bovina debido a las campañas de erradicación. Es aconsejable
evitar la alimentación de estos animales con leche no pasteurizada y despojos crudos.
Las recientes modificaciones en las relaciones entre personas y animales han originado
un cambio en el habitat de los perros y gatos, así como un contacto más estrecho con los
seres humanos. Esta podría ser la razón de las cepas de Al. tuberculosis aisladas de estos
animales. En nuestro estudio, los propietarios del perro número 1 y del gato número 3 habían
padecido tuberculosis antes del comienzo de la sintomatología de la enfermedad en los
animales. El gato número 1, infectado con Al. bovis, era alimentado esporádicamente con
vísceras crudas adquiridas en una casquería, pudiendo ser éstas el origen de su infección. La
fuente de la infección en los otros animales continúa siendo indeterminada.
Los principales signos clínicos que presentaron los perros y gatos fueron inespecíficos,
y no proporcionaron un diagnóstico claro de la etiología de la enfermedad. Aunque los
síntomas de los 9 animales fueron similares, cuatro estaban originados por otras causas
infecciosas (nocardiosis, peritonitis infecciosa felina) o por tumores. Estos resultados ilustran
la dificultad que encuentran los clínicos para el diagnóstico de esta enfermedad en los
pequeños animales (Clercx et Al, 1992).
La extracción de ADN y su amplificación por PCR permite también la identificación
de micobacterias en muestras aviares. Algunas micobacterias no son capaces de crecer en
medios convencionales utilizados rutinariamente en los laboratorios; sin cultivo, la
identificación bioquímica es imposible. Por consiguiente, el aislamiento y la identificación de
bacilos ácido-alcohol resistentes asociados a micobacteriosis en las aves han sido a menudo
infructuosos (Hoop et Al, 1993). La extracción directa de ADN de las micobacterias a partir
del tejido lesionado, la amplificación específica mediante PCR, y la secuenciación del
fragmento amplificado proporcionan un método rápido y definitivo para identificar estos
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microorganismos. Esta secuenciación nos permitió identificar 14. genavense en las muestras
de varias aves. M. genavense (Bóttger et Al, 1993) puede causar infección en personas
inmunosuprimidas (Hirsehel et Al, 1990; Bóttger el Al, 1992; Nadal et Al, 1993; Tortoli et Al,
1994). Aunque no se conocen informes de esta transmisión, debe informarse a los propietarios
de los animales de un potencial riesgo.
El método de extracción definitivo detectó el 90,6% de las muestras cuyo cultivo fue
positivo. Esta sensibilidad es superior a la de la tinción con auramina (82,3%), permitiendo
además la identificación de la especie involucrada. Las 11 muestras positivas en el diagnóstico
por PCR, pero cuyo cultivo fue negativo presentaron lesiones y eran de animales
pertenecientes a rebaños infectados.
Los resultados de este estudio indican que el método de extracción del ADN de las
micobacterias a partir de muestras clínicas descritas y su amplificación por PCR puede ser
utilizado para la detección directa de organismos de los complejos Al. tuberculosis y Lvi.
avium-intracellulare en muestras tisulares. Las principales ventajas son la reducción del
tiempo necesario para el diagnóstico fiable a 2 o 3 días, frente a las 4 a 20 semanas
requeridas para el aislamiento e identificación convencional utulizando los métodos
tradicionales, y la posibilidad de detectar las micobacterias en muestras incluso cuando los
microorganismos son inviables para el cultivo o cuando existe un sobrecrecimiento de otra
bacteria.
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III. TIPIFICACIÓN DE CEPAS DEL
COMPLEJO Mycobacterium tuberculosis
MEDIANTE PCR CON INICIADORES
DE SECUENCIA ARBiTRARíA
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Resumen
La amplificación del ADN mediante PCR con iniciadores de secuencia aleatoria
(Random Ampl{fied Polymorphic DNA, RÁPD), permite una caracterización del genoma sin
conocimiento previo de su secuencia. El objetivo de este trabajo fue el desarrollo y la
evaluación de esta técnica para el estudio epidemiológico de cepas de 14. bovis y bacilos del
complejo 14. tuberculosis aislados de focas, cuyos patrones de tipificación por REA y RFLP
eran conocidos.
No se observó correlación entre los resultados obtenidos mediante RAPO y con el
análisis por RFA y RFLP. La principal limitación de esta técnica para su realización en varios
laboratorios es la escasa reproducibilidad de los resultados, relacionada con las condiciones
necesarias para la reacción (altas concentraciones de enzima, cloruro de magnesio y ADN,
y baja temperatura de hibridación), por lo que solamente puede ser aplicada en grupos
reducidos de cepas.
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Los polimorfismos en el ADN pueden ser identificados sin conocimiento previo de la
secuencia diana, amplificando segmentos del genoma al azar mediante la reacción en cadena
de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR), utilizando oligonucleótidos iniciadores
cuya secuencia está elegida arbitrariamente. Existen tres técnicas descritas: (1) Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Willianis et Al, 1990), (2) Arbitrary Primed PCR (AP-
PCR) (Welsh et 61, 1990), y (3) DNA Amplification Fingerprinting (DAF) <Caetano-Anolles
et Al, 1991). Las diferencias entre éstas se basan en las condiciones de la reacción y en los
métodos usados para el análisis (Tabla 111.1).
Tabla 111.1. Principales características
Técnica Oligonucleótido Detección de los fragmentos
iniciador generados
de los métodos de amplificación arbitraria del ADN.
Número de ciclos y
temperatura de
hibridación
45 ciclos, 36%?RAM) 1 iniciador,
de 10 nuclcótidos
Electroforesis en gel de agarosa
y tinción con bromuro de etidio.
AP-PCR 1 o 2 iniciadores,
de 20 nuclcétidos
32-42 ciclos, 40’C en los
primeros ciclos, elevada
en los siguientes
Electroforesis en gel de agarosa y
Unción con bromuro de etidio o
electroforesis en gel de
poiacrilamida.
DAF 1 o varios iniciadores,
dc 5 a 7 nucleátidos
30-45 ciclos, 30%? Electroforesis en gel de poliacrilamida
y tincién de plata.
Se asume que en la reacción los iniciadores hibridarán en dos secuencias de las
cadenas opuestas del ADN, dentro de los límites de distancia aniplificable. El patrón de
bandas (número y tamaño) obtenido dependerá, por lo tanto, del número de posibles puntos
de hibridación presentes en el ADN diana (Newbury et 61, 1993). Los polimorfismos son el
resultado de cambios en las bases nucleotídicas, inserciones o delecciones que alteran los
sitios de unión de los iniciadores (Williams et Al, 1990; Clark a Al, 1993). La hibridación de
los iniciadores arbitrarios puede ser resultado de la existencia de repeticiones inversas
perfectas en el genoma, complementarias a la secuencia del iniciador, o a una hibridación
imperfecta entre éste y el ADN diana, favorecida por la baja temperatura de hibridación
(Welsh et Al, 1990). Esta segunda opción es la más probable en el caso de los procariotas.
debido al pequeño tamaño de su genoma, aproximadamente 3x106 p.b. (Williams et Al, 1990).
Despues de los primeros ciclos de la reacción, los fragmentos generados contienen las
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secuencias para una hibridación perfecta. La mayor parte de las sustituciones de un nucleótido
en un iniciador modifican el patrón de bandas obtenido respecto al iniciador original
(Williams et ál, 1990). La modificación de una base en el extremo 3’ del iniciador afecta más
a la generación de fragmentos que las realizadas en el 5’ (Williams et él, 1990; Caetano-
Anolles et ál, 1992).
Los polimorfismos del ADN amplificado (ampí¡fi cation fragment length
polymorphisms, AFLPs) con iniciadores de secuencia arbitraria son marcadores genéticos
útiles, característicos de especie o de subespecie, que no están conservados entre especies
relacionadas, aunque en determinados casos algunos productos generados tengan el mismo
peso molecular (Welsh et ál, 1990; Williams et ál, 1990). Se han aplicado en el desarrollo de
mapas genéticos (plantas y ratón) y en el estudio epidemiológico de patógenos de interés
clínico, incluyendo Trypanosoma congolense (Majiwa et ál, 1993), Aspergillus fumigatus
(Aufauvre-Brown et ál, 1992), Histopla.sma capsulatunr (Kersulyte et ál, 1992), Candida
albicans (Lehmann et ál, 1992), Staphilococcus spp. y Streptococcus pyogenes (Welsh et él,
1990), Legionella pnewnophila (Gómez-Lus et él, 1993), Proteus mirabilis (Bingen et al,
1993), Listeria spp. (Mazurier et él, 1992; MacGowan et él, 1993), Helicobacter pylori
(Akopyanz et ál, 1992), Haemophilus somnus (Myers eL ál, 1993), Alycobacteriutn mahnoense
(Kauppinen et ál, 1994) y 14. tuberculosis (Palittapongarnpim et ál, 1993; Linton et él, 1994;
Abed et al, 1995).
El principal problema asociado con la técnica es la reproducibilidad de los resultados
(Schierwater et ál, 1993). Puesto que las condiciones de la reacción afectan de forma
significativa a los resultados obtenidos, la estandarización estricta de los protocolos y su
cumplimiento riguroso son esenciales para superar los problemas potenciales de la técnica y
asegurar la reproducibilidad entre diferentes amplificaciones (Ellsworth et ál, 1993).
El objetivo de este estudio fue la amplificación de ADN de cepas del complejo M.
tuberculosis mediante PCR con iniciadores arbitrarios para su tipificación de una forma rápida
y sencilla, evaluando la reproducibilidad de la técnica y su capacidad para caracterizar cepas
relacionadas epidemiológicamente.
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2. MATERIAL Y MÉTODOS
21. CEPAS UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO
En este estudio se utilizaron dos cepas de referencia, Mycobacterium tuberculosis
H3’7Rv y M. bovis AN5. Con el objeto de poder evaluar la tipificación mediante RAPD
respecto a otras técnicas, se seleccionaron 1’7 cepas pertenecientes al complejo tuberculosis,
10 cepas de Al. bovis y 5 aisladas de focas. Estas cepas hablan sido previamente identificadas
mediante pruebas bioquímicas y el test de la inmunoperoxidasa, y tipificadas por REA y
RFLP en el Australian Reference Laboratory for Bovine Tuberculosis (Agriculture, Westem
Australia).
Los diez aislados de Al. bovis procedían de ganado bovino y caprino de los estados
australianos de Western Australia (9) y Victoria (1). Ocho de las cepas de Western Australia
estuvieron involucradas en un brote cuyo origen se consideró común. El análisis REA
realizado con BstEII, Bcll, y Pvull, y el RFLP con AluI y la secuencia repetitiva PCIRS fue
idéntico en todos los aislados. La novena cepa (Squire 14120) mostraba un patrón diferente
de RFLP y de REA con una de las tres enzimas. La cepa de Victoria tenía un patrón diferente
(Cousins et él, 1993).
Las otras cinco cepas pertenecientes al complejo M. tuberculosis habían sido aisladas
de pinnípedos con tuberculosis: las cepas 894 y 895 procedían de dos focas de un parque
marino, 14109 y 14126 se aislaron de leones marinos encontrados muertos en Albany y en
la bahía de Bremer respectivamente, y la cepa 92/1 161T procedía de una foca de Tasmania.
En la caracterización molecular por REA con BstEII y Bcfl las cepas fueron iguales. Mediante
RFLP con la enzima AluI e hibridación con PGRS estas cepas eran idénticas entre sí, y
claramente diferenciables de las bovinas; con PvuII e hibridación con 156110 la cepa obtenida
del león marino de la bahía de Bremer fue ligeramente distinta (Cousins et ál, 1993).
2.2. PREPARACIÓN DEL ADN
Las cepas fueron subcultivadas en el medio ES, preparado con 11,5 g de IB Broth
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Base (Difco Laboratories, Detroit, MI), 15 g de agar, 900 ml de agua destilada y 100 ml de
homogeneizado de yema de huevo (10 g de yema de huevo, 6 g de Tween 80 y 1 g de carbón
activado en 94 ml de agua). Se incubaron a 370<? hasta obtener un crecimiento abundante que
se resuspendió en 20 ml de PBS, se inactivó a 750<? 40 mm y se concentré por centrifugación.
La extracción del ADN se realizó a partir de aproximadamente 300 mg de células
(peso húmedo). Las micobacterias se resuspendieron en 700 pl de TE buffer (Tris HCI 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) más 100 pl de lisozima (20 mg/mí) e incubaron a 370<? durante
3 horas. Posteriormente se añadieron 100 pl de SDS (10%) y 100 pl de proteinasa K (1
mg/mi) e incubaron a 50~C aproximadamente 12 horas. Para eliminar los polisacáridos la
suspensión se dividió en dos alícuotas de 0,6 ml y se trató con 100 ¡sí de NaCí SM y 80 pi
de CTABINaCl (Wilson, 1988) manteniéndose a 65~<? 10 minutos. La fracción que contiene
el ADN se separé mediante adición de 0,6 ml de cloroformo-isoamiloalcohol (24:1),
centrifugación a 6.500 r.p.m. 5 minutos y reextracción con fenol-cloroformo-isoamiloalcohol
(25:24:1). E] ADN fue precipitado con 0,4 m] de isopropanol a ~20oCal menos 30 minutos,
centrifugado a 6.500 r.p.m. y lavado dos veces con 1 ml de etanol al 70%. Se secó en estufa
a 370<? y resuspendió en 100 pl de TE buifer.
La calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
durante 1 hora a 80 voltios. La concentración se deterniinó en un espectrofotómetro midiendo
la densidad óptica a 260 y 280 nm (la concentración de ADN en pg/pl es 10 veces la lectura
de la densidad óptica a 260 nm de 5 pl de muestra diluidos en 995 pl de agua; la proporción
de densidades ópticas 260/280 debe ser superior a 1,6-2 (Sambrook et él, 1989).
2.3. ELECCION DE INICIADORES QUE PRODUZCAN UN PERFIL DE BANDAS
2.3.1. Iniciadores utilizados
En principio se intentó la amplificación con 64 oligonucleéúdos iniciadores (Tabla
11.2). Los oligonucleótidos de los grupos OPA (20 oligos), OPB y OPC tienen 10 bases cuyas
secuencias han sido aleatoriamente seleccionadas, con un contenido en G+C entre el 6<) y el
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70% y extremos no complementarios (Operon Technologies Inc., Alameda, CA). HLWL-74
y HLWL-85 son oligonucleótidos de 20 bases (Biotech ini., Penh, W.A.). 15-1 e 15-2,
disefíados para las terminaciones de la secuencia de inserción 156110, tienen 10 bases, y su
contenido en G-i-C es 70 y 60%, respectivamente (Bresatec Std.).
2.3.2. La reacción de PCR
Para la preparación de la mezcla de la reacción se partió de unas condiciones estándar,
con 5 pl de buffer 5x (335 mM Tris-lIC, pH 8.8 a 250<?, 83 mM (NH4)2504, 1 mM dNTPs,
2,25% Triton-lOO y 1 mg/ml de gelatina) (Biotech mt.), 2 pl de Mg<?12 25 mM, 0,1 ¡sI Tth
plus DNA polymerase 5,5 u/pl (0,5 unidades en cada reacción) (Biotech Ini.), 1 pl de
iniciador (Operon, 13,5-20 ng/pl; HLWL-74, 22 ng/pl; HLWL.-85, 20,8 ng/pl; 15-1 e 15-2, 40
ng/pl) y 11,99 pl de agua ultrapura estéril para completar un volumen de 20 pl. Los tubos se
cubrieron con 50 pl de aceite de parafina estéril y se conservaron a ~20o<?hasta su utilización.
Estos tubos se probaron con 5 ¡sI de ADN (5 ng/pl> de Mycobacterium tuberculosis
cepa H37Rv, 14. bovis AN5 y una cepa perteneciente al complejo 14. tuberculosis aislada de
una foca (cepa 894). Para confirmar que las bandas obtenidas correspondían a fragmentos
amplificados del ADN diana, y no a una contaminación, se incluyeron también tubos control
con 5 pl de agua ultrapura estéril.
La amplificación se llevó a cabo en un <?orbett FTS- 1 Thermal <?ycler (<?orbett
Research, Mortlake, N.S.W.), con 45 ciclos de desnaturalización durante 1 minuto a 940<? (10
mm en el primer ciclo), hibridación durante 1 mm a 360<?, y elongación durante 2 mm a 720<?
(10 miii en el último ciclo).
Los productos de la amplificación se analizaron por electroforesis a 80 V durante 1
hora en un gel de agarosa al 1,4% en TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8), se
detectaron por tinción con bromuro de etidio (0,5 ¡sg/mí) y se fotografiaron en un
transiluminador con UV de longitud de onda media.
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La extracción de ADN, la preparación de las mezclas de P<?R y la detección de los
productos amplificados se realizaron en laboratorios independientes.
2.4. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE LA REACCIÓN
El patrón de bandas obtenido con PCR puede verse afectado por pequeños cambios
en los parámetros de la reacción, tales como la temperatura de hibridación y la concentración
de Mg2t polimerasa, ADN diana, e iniciadores. Para cada aplicación concreta se requiere el
proceso de optimización de la reacción. Con el objeto de determinar la formulación que con
los iniciadores seleccionados obtuviese mejores resultados se modificaron sucesivamente los
componentes de la reacción, utilizando los mismos ciclos de temperatura (hibridación a 360<?).
La detección de los productos amplificados se realizó en gel de agarosa al 1,4%.
2.4.1. Optimización de la concentración de ADN diana
Para comprobar el efecto de diferentes concentraciones de ADN (12,5, 25 y 50 ng),
se prepararon tubos con 5 pl de buffer 5x (335 mM Tris-H<?l, pH 8.8 a 250<?, 83 mM
(NH
4)2S04, 1 mM dNTPs, 2,25% Triton-lOO y 1 mg/ml de gelatina) (Biotech mt.), 2 ¡.tl de
Mg<?12 25 mM (2 mM), 0,1 pl Tth plus DNA polymerase 5,5 u/pl (Biotech lnt.), 1 ¡sí de
iniciador OPA-2 (16,5 ng/pl) u OPA-4 (17 ng/pl) y 11,99 pl de agua ultrapura estéril
(volumen de 20 pl). Se inocularon con 5 pl de ADN de 14. tuberculosis H3YRv, 14. bovis
AN5 y del bacilo de las focas (cepa 894), cada uno de ellos a tres concentraciones diferentes:
2,5 ng/pl, 5 ng/pl y 10 ng/pl.
Tras haber optimizado la concentración de enzima y MgCI2 se evalué de nuevo la
concentración de ADN con 12,5, 25, 50, 75, 100, 150 y 200 ng de ADN de Al. bovis AN5
en cada reacción, en tubos preparados con 5 pl de buifer Sx (335 mM Tris-HCI, pH 8.8 a
250<?, 83 mM (NI-14)2S04, 1 mM dNTPs, 2,25% Triton- lOO y 1 mg/ml de gelatina) (Biotech
mt.), 0,36 pl Tth plus DNA polymerase 5,5 u/pl (Biotech mt.), 1 pl de iniciador OPA-4 (15,5
ng/pl) o HLWL-85 (20,8 ng/pl), 2 o 3 pl de MgCI2 25 mM (según el iniciador utilizado),
completando a 20 pl finales con agua ultrapura estéril. Se inocularon con 5 pl de ADN de M.
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bovis AN5 2,5, 5, 10, 15, 20, 30 y 40 ng/pl.
2.4.2. Optimización de la concentración de polimerasa
Para optimizar la concentración de enzima que debe utilizarse en cada reacción para
obtenerel perfil de bandas más completo, se prepararon tubos con 5 pl de buffer Sx (335 mM
Tris-HCl, pH 8.8 a 250<?, 83 mM (NH4)2S04, 1 mM dNTPs, 2,25% Triton-lOO y 1 mg/ml de
gelatina) (Biotech InI.), 1 pl de iniciador OPA-2 (16,5 ng/pl), OPA-4 (15,5 ng/pl) o HLWL-85
(20,8 ng/pl), 2 pl de Mg<?12 25 mM, y concentraciones de Tth plus DNA polymerase 5,5 u/pl
(Biotech mt.) ascendentes, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4 y 5 unidades/tubo, completando con agua
ultrapura estéril hasta 20 pl. Estos tubos se inocularon con 5 pl de ADN de M. bovis AN5 (5
ng/pl).
2.4.3. Optimización de la concentración de cloruro de magnesio
Se prepararon tubos con 5 pl de buffer Sx (335 mM Tris-H<?l, pH 8.8 a 250<?, 83 mM
(NI-14),S04, 1 mM dNTPs, 2,25% Triton-lOO y 1 mg/ml de gelatina) (Biotech mt.), 0,2 pl Tth
plus DNA polymerase 5,5 u/pl (Biotech mt.), 1 pl de iniciador OPA-4 (15,5 ng/pl) y HLWL-
85 (20,8 ng/pl) y varias concentraciones de cloruro de magnesio: 1, 1,5, 2, 3, 4 y 8 mM
completando con agua ultrapura estéril el volumen de 20 pl. Para la amplificación se utilizó
25 ng de ADN de Al. bovis AN5.
2.4.5. Optimización de la temperatura de hibridación
Tubos preparados con la fórmula inicial y los iniciadores OPA-2 y OPA-4, se
inocularon con 5 pl de ADN de M. tuberculosis H37Rv, M. bovis ANS y del bacilo de las
focas (894> con el mismo número de ciclos y temperaturas, pero modificando la temperatura
hibridación a 34 y a 450<?. También se evaluó la utilidad de un programa corto de 35 ciclos,
con desnaturalización a 940<? durante 5 segundos (10 minutos en el primero), hibridación a
360<? 30 segundos y elongación a 72
0C durante 1 minuto (10 minutos en el último).
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2.5. EVALUACIÓN DE LOS INICIADORES Y CONDICIONES SELECCIONADAS
Para los iniciadores OPA-2, OPA-4, OPA-13, OPB-7, OPB-10 y OPC-20 (Operon) la
mezcla de la reacción fue 5 pl de buffer 5x (335 mM Tris-H<?l, pH 8.8 a 250<?, 83 mM
(NH4)2S04, 1 mM dNTPs, 2,25% Triton-lOO y 1 mg/ml de gelatina) (Biotech Int.), 3 pl de
MgCI2 2SmM (3 mM), 0,36 pl Tth plus DNA polymerase 5,5 u/pl (2 unidades en cada
reacción) (Biotech Int.), 1 pl de iniciador (14,5-18,5 ng/pl) equivalente a 5 pmoles/reacción,
y 10,64 iii de agua ultrapura estéril para completar un volumen de 20 pl. Para los iniciadores
HLWL-74 y HLWL-85 la mezcla de la reacción fue la misma, con 1 pl de iniciador (22 y
20.8 ng/pl respectivamente), y reduciendo la concentración de Mg<?12 a 2 pl (2 mM) y
completando con 11,64 pl de agua. Ambas se cubrieron con 50 pl de aceite de parafina estéril.
Para comprobar la utilidad de los iniciadores en la diferenciación de especies y cepas
del complejo M. tuberculosis, estos tubos se probaron con 5 pl de ADN (40 ng/pl) de
Mycobacterium tuberculosis (cepa 942), 14. bovis AN5 y una cepa perteneciente al complejo
M. tuberculosis aislada de una foca (cepa 894), y 5 pI de agua ultrapura estéril como control
negativo. Los iniciadores que habían puesto de manifiesto distintos perfiles se probaron con
seis cepas de 14. bovis aisladas de ganado vacuno de dos estados australianos y tres cepas de
micobacterias pertenecientes al complejo M tuberculosis aisladas de focas. En todos los casos
la concentración de DNA fue 40 ng/ul.
La amplificación se llevó a cabo en un Corbett FTS-l Thermal Cycler (<?orbett
Research) durante 45 ciclos de desnaturalización durante 1 mm a 940<? (10 mm en el primer
ciclo), hibridación durante 1 mm a 360<?, elongación durante 2 mm a 720<? (10 mm en el
último ciclo). Los productos de la amplificación se analizaron por electroforesis a 80 y
durante 1.3 horas en un gel de agarosa al 3% en TAE, se detectaron por tinción con bromuro
de etidio y se fotografiaron en un transiluminador con UV de longitud de onda media.
2.6. REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS
Para evaluar la reproducibilidad de los resultados en dos diferentes termocicladores
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se preparó un lote de tubos con los primers OPC-20, HLWL-74 y HLWL-85, se inoculé con
el DNA y se amplificaron por duplicado y en paralelo, con el mismo programa en un <?orbett
FTS-1 mermal Cycler y en un <?orbett FTS-320 Thermal Sequencer (Corbett Research).
Para evaluar la estabilidad de estas reacciones se prepararon separadamente, siguiendo
la formulación de las mezclas anteriores con los iniciadores OPC-20 y HLWL-85, dos lotes
de tubos (1 y 2). El segundo lote se distribuyó en tres alicuotas (2a, 2b y 2c). Se inocularon
estos tubos con 5 ul de DNA de las cepas 894, 895 y 92/1 161T (40 ng/ul), y agua ultrapura
estéril como control negativo usando el mismo programa de temperatura y en el mismo
termociclador, en tres días: el primer día se inocularon y amplificaron los lotes 1 y 2a; el
segundo día el lote 2b; y el tercer día el lote 2c.
2.7. ANÁLISIS RAPD CON LOS INICIADORES OPB-1O, OPC-20 E 15-1 EN LA
TIPIFICACIÓN DE CEPAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis
Para comprobar la utilidad de los iniciadores OPB-10, OPC-20 e 15-1 en la
caracterización de micobacterias del complejo M. tuberculosis se utilizaron para amplificar
200 ng de ADN de cepas de diferentes orígenes, aisladas de focas y de ganado vacuno
siguiendo las condiciones de la reacción ya descritas.
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3. RESULTADOS
3.1. ELECCIÓN DE LOS INICIADORES Y REACCIÓN DE PCR
De los 64 iniciadores probados, solamente 17 originaron alguna banda al amplificar
ADN de diferentes especies del complejo M. tuberculosis, aunque los resultados obtenidos
con algunos no mostraron una aceptable discriminación entre especies (Figura 111.1). Vatios
iniciadores, por ejemplo, OPA-1, OPA-9, OPA-lO, produjeron tenues bandas (productos de
amplificación) en sélaniente una cepa, y OPA-il, OPB-7 y OPC-5, mostraron bandas muy
borrosas, por lo que su uso quedó descartado, asi como el OP<?-8 ya que la banda obtenida
con el control negativo tenía el mismo tamaño que las amplificaciones de las cepas.
Los iniciadores seleccionados fueron HLWL74 y HLWL-85, los más variables; OPA-2,
OPA-4, OPA-13. OP<?-2 e IS-1, que presentaron bandas definidas del mismo tamaño en las
tres especies; y OPA-3, OPB-l0 y OPC-20, que amplificaron bandas claras en dos especies.
La utilización combinada de los iniciadores OPA-1 con OPA-2, y OPA-2 con OPA-4 produjo
fragmentos amplificados de menor nitidez que con los iniciadores OPA-2 y OPA-4
aisladamente.
Tabla 111.2.
Iniciador
OPAI-20
Oligonucleótidos iniciadores utilizados y patrón
Patrón de bandas obtenido
OPA-2, OPA-3, OPA-4 y OPA-13: bandas
Restantes OPA: ninguna banda o bandas
borrosas
OPBI-20 OPB-1O: bandas
Restantes 01>13: ninguna banda o bandas
borrosas
OPC1-20 OPC-2 y OPC-20: bandas
Restantes OPC: ninguna banda o bandas
borrosas
HWLW-74 Bandas
1-ILWL-81 Bandas
IS-l Bandas
18-2 Ninguna banda
de bandas obtenido.
Secuencia (5’—* 3’
)
OPA-2 TGC CGA OCr G
OPA-3 AGT CAO CCA C
OPA-4 AAT CGO OCTO
OPA-13 CAO CAC CCA C
OPB-1O CTG CTG OGA C
OPC-2 OTO AGO CGT C
OPC-20 ACT TCO CCA C
GGC TGA GGT C
ACC CCA TCC T
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El número de productos de amplificación fue muy bajo en todos los casos, oscilando
entre 1 y 4 fragmentos. A pesar de la secuencia aleatoria de los iniciadores, su contenido en
G+C (próximo al del género Alycobacterium) y la baja temperatura de hibridación utilizada
deberían haber facilitado la ampliación inespecífica de un mayor número de fragmentos. El
pequeño tamaño del genoma de las micobacterias pudo ser el motivo de este reducido número
de amplificaciones.
3.2. OPTIMIZACIÓN DE LA REACCIÓN
Después de la identificación de los iniciadores apropiados se llevó a cabo la
optimízación de la reacción respecto a las concentraciones de ADN diana, enzima, Mg<?12 y
temperatura de hibridación manteniendo el resto de los parámetros constantes. La mayor
calidad de los patrones de bandas se obtuvo con 2 unidades de enzima, 200 ng de ADN, y
2 o 3 mM Mg<?12 (dependiendo del iniciador).
El número de bandas y su resolución se vieron ligeramente influenciados por la
concentración de enzima; a medida que la concentración aumentó de 0,5 a 2 unidades/
reacción aparecieron nuevas bandas, pero con más unidades de enzima la reacción fué
totalmente negativa (Figura 111.2). Diferentes marcas de Taq polimerasa pueden originar
diferentes patrones de bandas (Meunier et ál, 1993; Schierwater et ál, 1993), por lo que la
optimización de la reacción de amplificación se realizó con una única fuente de enzima.
También pueden existir variaciones entre lotes de enzima, por lo que incluimos controles en
todas las reacciones. La concentración de Mg<?12 afectó también al resultado; el número de
bandas aumentó conforme lo hizo el contenido en sales de 1 a 4 mM, seleccionándose como
óptima la menor que produjo un patrón suficiente (Figura 111.3).
En las condiciones iniciales probadas, las variaciones en la concentración de ADN, de
12,5 a 50 ng, no son detectables en los resultados, teniendo mucho mayor efecto la
modificación de la concentración de enzima o Mg
2~. Una vez optimizadas los anteriores
componentes de la reacción, la amplia variación de concentraciones dc ADN utilizadas (de
12,5 a 200 ng) no alteraron sustancialmente los resultados, aunque se detectaron una o dos
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bandas más al utilizar más ADN diana (Figura 111.4). En todos los casos la habilidad de
cuantificar con exactitud la concentración de ADN es esencial, por lo que la determinación
se efectuó mediante espectrofotometría.
También se valoró el efecto de la variación de la temperatura de hibridación y la
duración de las etapas de desnaturalización, hibridación y elongación en la generación de
fragmentos. No se obtuvo ninguna ventaja de la reducción (34~C) o elevación (450<?) de la
temperatura de hibridación, ya que no modificó el número de fragmentos amplificados pero
los productos aparecían con menor definición. La utilización de etapas más cortas redujo el
número de bandas.
3.3. EVALUACIÓN DE LOS INICIADORES SELECCIONADOS
Al evaluar los iniciadores seleccionados con las condiciones de la reacción óptima
(Figuras 111.5 y 111.6>, los iniciadores OPA-2, OPA-4, OPA-13 y OPB-’7 no mostraron
diferencias, o éstas fueron muy pequeñas, al comparar el patrón de bandas entre las tres
especies del complejo Al. tuberculosis amplificadas. Sin embargo, el OPB-l0, OP<?-20,
HLWL-74 y HLWL-85 mostraron diferencias reconocibles entre las tres especies, por lo que
se utilizaron para la caracterización de cepas de Al. bovis y cepas aisladas de focas (Figura
111.7). Los iniciadores OPC-20 y HLWL-85 fueron capaces de detectar polimorfismos entre
estas cepas, sin embargo, algunos aislados de ganado vacuno y de pinnípedos presentaron
fragmentos del mismo peso molecular. Los resultados con HLWL-74 fueron excesivamente
variables, incluso dos tubos inoculados con dos diluciones de ADN de una misma cepa,
produjeron perfiles de amplificación diferentes.
3.4. REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS
Al repetir las amplificaciones se encontraron algunas diferencias en el número y
tamaño de las bandas. En las amplificaciones del mismo ADN, y en las mismas condiciones,
los patrones de bandas producidos por los dos termocicladores fueron bastante diferentes. En
el examen de las posibles alteraciones producidas en los resultados debidas a las variaciones
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diarias en la realización de los tubos y en la amplificación, los perfiles obtenidos con el
primer HLWL-85 fueron muy variables; los patrones de bandas variaron dependiendo de cada
lote y de cada día, por lo que no se recomienda su utilización en la tipificación de cepas. En
cambio, el primer OPC-20 fue más estable, produciendo los mismos patrones de bandas en
cada cepa al realizar las amplificaciones por cuatriplicado (Figura 111.8).
3.5. ANÁLISIS RAPD DE CEPAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis
Para evaluar la utilidad de la técnica RAPD en la caracterización molecular y
epidemiología de la tuberculosis se amplificó el ADN de trece cepas pertenecientes al
complejo 14. tuberculosis: nueve 14. bovis aislados de ganado vacuno y caprino, y cinco cepas
de micobacterias aisladas de pinnípedos, cuyo análisis por REA y RFLP era conocido. La
amplificación se llevó a cabo con los iniciadores OPC-20, OPB-l0 e 18-1 (suficientemente
discriminatorios pero de resulatdos estables), en las condiciones previamente optimizadas y
rigurosamente respetadas (Tabla 111.3).
El análisis de los perfiJes generados con OPC-20 (Figura 111.9> clasificó las cepas en
siete tipos, existiendo mayor diferencia entre los diferentes perfiles que con los otros dos
iniciadores utilizados. Las cepas 895, 14126 y 92/1 161T mostraron un patrón de bandas
similar, el tipo Al, el más frecuente y compartido con cepas de origen bovino; mientras que
los de las cepas 894 y 14109 fueron diferentes. Las cepas Macri 12414, Friend 12538. Slade
12693, Síade 12675, y Han 12697 compartieron el patrón de bandas Al y la cepa Squire
14120 presentó una fuerte banda adicional (tipo A2). Las cepas Macri 11996 (tipo Rl) y
Graham 12786 (tipo B2) mostraron algunas bandas en común.
Los perfiles obtenidos de la amplificación con el iniciador OPB-lO (Figura 111.10)
tuvieron en comun dos bandas (tipos A), excepto en el caso de la cepa de foca 894 (tipo B),
siendo los coeficiente de similitud entre ambos de 0,25 a 0,33 (el coeficiente de similitud de
Nei et ál, 1979; F=2N~/N~-s-N~, ~ es e] número de fragmentos compartidos entre dos
individuos, y N~ y N~son el número de fragmentos presentes en cada uno). De peso
molecular intermedio entre las dos bandas comunes del tipo A aparecieron unos fragmentos
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de escasa definición. Si estos productos se toman en consideración, las cepas pueden
agruparse en seis tipos. Las cepas 895, 14126 y 92/1 161T mostraron un patrón de bandas
semejante, el tipo A2, presente también en las cepas de M bovis; y la 14109 fue AS.
Respecto a las cepas bovinas, Síade 12693, Síade 12675, y Han 12697 fueron A4, un patrón
relacionado con el tipo Al observado en Macri 12414, el A2 de Freind 12538, y Freind
12555, y con el A3 de Oraham 12786.
Al amplificar con el iniciador IS-1 todas las cepas presentaron Ints bandas en común,
y solamente hubo una variable (Fig. 111.11). El coeficiente de similitud entre los dos tipos de
perfiles (A y B) fue muy alío (0,85), y ambos tipos aparecen tanto en cepas aisladas de los
pinnípedos como en las bovinas.
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Tabla 111.3. Resultado del análisis RAPD de cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis utilizando
tres iniciadores (OPC-20, 01>13-10 e IS-l).
Cepaa Especieb (origen)
Perfil de bandas obtenido
0PG20 01>8-10 ~
Maerí 12414 M. bovis aislado de cabra (Westem Australia) Al Al A
Macri 11996 M. bovis (W.A.) Dl -c A
Frejud 12538 M. bovis (W.A.) Al A2 B
Freind 12555 M. bovis (W A) C A2 B
Oraham 12786 M. bovis (W.A.) B2 A3 A
Slade 12693 M. bovis (W.A.) Al A4 A
Slade 12675 M. bovis (W.A.) Al A4 A
Han 12697 M. bovis <W.A.) Al A4 A
Squire 14120 M. bovis (W.A.) Al A2 A
894 M. tuberculosis complex aislada de una foca
(Penh, W.A.)
D B B
895 M. tuberculosis complex aislada de una foca
(Penh, W.A.)
A A2 B
14109 M. tuberculosis complex aislada de un león
marino (Albany, W.A.)
E A5 A
14126 M. tuberculosis complex aislada de un león
marino (Bremer. W.A.)
A A2 A
92/1161T M. tuberculosis complex aislada de una foca
(Tasmania)
A A2 A
a Número de referencia de la cepa en el Australian Reference Laboratory
(Agriculture, W.A.).Identificación mediante pruebas bioquímicas y el test dc la inmunoperoxidasa.
No se obtuvo resultado.
fin Bovine Tuberculosis
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Resultados
OPA-] OPA-2 OPA-3 OPA-4 OPA-5 OPA-9 OPA-lO
st b fn 5
OPA-lí OPA-13 OPB-7 OPB-10 OPB-18 OPA-l+2 OPA-2+4
stbfn 5
Figura 111.1. Amplificación con varios iniciadores OPA y OPB (Operon), de 25 ng de
ADN genómico de Mycobacrerium tuberculosis cepa 942 (t), de Al. bovis AN5 (b), del bacilo
aislado de una foca cepa 894 (0 y agua ultrapura estéril (n). El estándar de pesos moleculares
(s) es una mezcla de lambda DNA digerido con HindllI (23130, 9416, 6557, 4361, 2322,
2027, 564 y 125 p.b.), y pUCl9 DNA digerido con HpaII (501, 489, 404, 331, 242, 190, 147,
111, 110, 67, 34 y 26 p.b.) (Biotech>.

Resuliacios
0,5 1 1,5 2 3 4 5
Figura 111.2. Efecto de la concentración de enzima (0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4 y 5 unidades
Tth plus polimerasaireacción) en la amplificación con el primer OPA-4 y 2 mM Mg<?l,, de
25 ng de ADN de Al. bovis AN5.
________________ OPA-4
1 1,5 2 3 4 8
Figura 111.3. Efecto de diferentes concentraciones de Mg<?12 (1, 1,5, 2, 3, 4 y 8 mM)
en los patrones de bandas obtenidos al amplificar 25 ng de ADN genómico de M. bovis AN5
con los iniciadores HLWL-85 y OPA-4. Las calles s contienen el estándar de pesos
moleculares lambda DNA/HindllI y pU<?19 DNA/Jipan (Biotech).
HLWL-85
s 1 1,5 2 3 4 8

Resultados
OPA-4 HLWL-85
sabcdefgabcdefg
Figura 111.4. Efecto de la concentración de ADN diana en el patrón de bandas. Calle
a, 12,5 ng; b, 25 ng; e, 50 ng; d, ‘75 ng; e, 100 ng; f, 150 ng; y g, 200 ng de ADN de Al.
bovis AN5, amplificado con los primers OPA-4 y HLWL-85 y 2 u de enzima/reaccióm. La
calle s contiene el estándar de pesos moleculares lambda DNA/HindIIJ y pUC 19 DNA/IJpaIl
(Biotech).

Resultadc,s
HLWLS5 HLWL74 OPA-4 OPA-2 OPA-13
s tbfn ib fntbfn tb fntbfn s
Figura 111.5. Perfil RAPD producido por 200 ng de ADN de t, Al. tuberculosis (cepa
942); b, 14. bovis AN5; fL bacilo aislado de la foca (cepa 895); y n, agua ultrapura; al ser
amplificado con los iniciadores HLWL-85, HLWL-74, OPA-4, OPA-2 y OPA-13, y en
condiciones optimizadas. La calles s contienen el estándar de pesos moleculares lambda
DNA/HindIlI y pUCÍ9 DNAIHpaII (Biotech).

Resuliados
OPB-7 OPB-10 OPC-20
s tbfntbfntbfns
Figura 111.6. Perfil RAPD producido por 200 ng de ADN de t, Al. tuberculosis (cepa
942); b, Iv!. bovis AN5; f, bacilo aislado de la foca (cepa 895); y n, agua ultrapura; al ser
amplificado con los iniciadores OPB-7, OPB-10 y OPC-20, y en condiciones optimizadas. La
calles s contienen el estándar de pesos moleculares lambda DNA/HindIII y pUC19
DNA/HpaJI (Biotech).

Resultados
A B <? A B ___
sí 234 I2341234567895678956789s
Figura 111.7. Perfil RAPD producido con 200 ng dc ADN de Al. tuberculosis complex
aislados de focas: 1 y 2, cepa 894; 3, cepa 895; y 4, cepa 92/1161T; y ADN de Al. bovis: 5,
cepa AN5; 6, cepa Macri 11995; 7, cepa Síade 12693; 8, cepa Squire 14120; y 9, cepa 3130B
V. <?ada ADN fue amplificado en condiciones optimizadas con tres iniciadores: A, HLWL-85;
13, HLWL-74; y C, OPC-20. La calles s contienen el estándar de pesos moleculares lambda
DNA/HindIIl y pU<?19 DNA/HpaII (Bioíech).
(u

Resultados
1 2 3 4 5
sabcdabcdabcdabcdabcd
1 2 3 4 5
sabcdabcdabcdabcdabcds
Figura III. 8. Efecto de la estabilidad de las reacciones en la reproducibilidad de las
resultados con el iniciador HLWL-85 (A), y con OP<?-20 (B) al amplificar 200 ng de ADN
de Al. tuberculosis complex aislado de focas: 1 y 2, cepa 894; 3, cepa 895; y 4, cepa
92/1 161T, y 5, 5 ¡.11 de agua ultrapura estéril. Las reacciones se prepararon en dos lotes
independientes, el lote 1 (a) y el lote 2, subdividido en tres: L2a (calles b), L2b (c) y L2c (d).
<?alles s, estándar de pesos moleculares lambda DNA/HindllI y pUCl9 ONA/Jipail (Biotech).
A.
8.

Resultados
s ab cd e fg h ij kl m n - s
Figura 111.9. RAPD con el iniciador OP<?-20 de 200 ng de ADN de M. tuberculosis
complex aislado de focas: a, 894; b, 895; c, 14109; d, 14126; e, 92/1161T; y M. bovis: f,
Macri 12414; g, Macri 11996; h, Freind 12538; i, Freind 12555; j, Grahan 12786; k, Siade
12693; 1, Síade 12675; m, Han 12697; y n, Squire 14120. E] tubo de la calle - se inoculó con
5 pl de agua ulirapura estéril. La calles s contienen el estándar de pesos moleculares lambda
DNA/HindIIJ y pU<?19 DNA]HpaII (Biotech).

Resultados
sabcdefghijklmn-s
Figura 111.10. RAPD con el iniciador OPE-10 de 200 ng de ADN de M. tuberculosis
complex aislado de focas: a, 894; b, 895; c, 14109; d, 14126; e, 92/1161T; y 14. bovis: 1,
Macri 12414; g, Macri 11996; h, Freind 12538; 1, Freind 12555; j, Grahan 12786; k, Siade
12693; 1, Síade 12675; m, Hart 12697; y n, Squire 14120. El tubo de la calle - se inoculó con
5 ¡.11 de agua ultrapura estéril. La calles s contienen el estándar de pesos moleculares lambda
DNA/HindIII y pUCl9 DNA/HpaJI (Biotech).

Resultados
sabcdefghijklmn
Figura III. 11. RAPD con el iniciador INS- 1 de 200 ng de ADN de Al. tuberculosis
complex aislado de focas: a, 894; b, 895; c, 14109; d, 14126; e, 92/11611; y M. bovis: f,
Macri 12414; g, MacH 11996; h, Freind 12538; i, Freind 12555; j, Grahan 12786; k, Síade
12693; 1, Síade 12675; m, Hart 12697; y n, Squire 14120. El tubo de la calle - se inoculó con
5 j.tl de agua ultrapura estéril. La calle s contiene el estándar de pesos moleculares lambda
DNA/HindlII y pUC 19 ONA/JipaIl (Biotech).

4. DISCUSIÓN
La amplificación del ADN de diversas cepas del complejo Al. tuberculosis con
iniciadores de secuencia arbitraria indica que la técnica RAPD puede utilizarse en la
caracterización de estas cepas, revelando polimorfismos que pueden ser detectados entre los
productos de amplificación de diferentes aislados. Las principales ventajas sobre otros
métodos de tipificación son (1) la utilización de iniciadores universales para la caracterización
de una amplia variedad de especies, (2) la simplicidad del trabajo, ya que no es necesaria la
realización de transferencias a membranas e hibridaciones para su detección, y (3) que puede
realizarse sin conocimiento previo de la secuencia.
La elección de iniciadores idóneos es fundamental, ya que estos deben ofrecer
suficiente capacidad de discriminación entre las diferentes cepas del complejo Al. tuberculosis
que han de ser tipificadas, pero manteniendo a la vez la reproducibilidad necesaria,
independientemente de las mínimas variaciones diarias en la preparación de los tubos de la
reacción. Con algunos iniciadores los patrones obtenidos al amplificar M. tuberculosis, M.
bovis y los microorganismos del complejo M tuberculosis aislados de focas son idénticos,
resaltando la similitud existente en sus genomas.
La optimización de las condiciones de la reacción es indispensable para alcanzar el
patrón de bandas de una cepa más completo posible. De los parámetros evaluados, los que
más influyeron en los resultados fueron la concentración de enzima y las características de
los ciclos de amplificación. Si la temperatura de hibridación es demasiado alta y el primer
suficientemente diferente de la secuencia diana no se obtendrán productos. Los patrones de
bandas cambian ligeramente conforme se eleva la temperatura, hasta que en un punto
desaparecen (Welsh et Al, 1990). Algunos autores afirman que la concentración de ADN es
crítica para asegurar la reproducibilidad de los resultados (MacPherson et Al, 1993;
Muralidharan et Al, 1993), y que una variación en la concentración del ADN diana modifica
los fragmentos generados, apareciendo unos y desapareciendo otros. Sin embargo, en nuestros
resultados hemos observado que grandes variaciones en la cantidad de ADN inoculado no
alteran el patrón de productos obtenido.
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La permisividad de las condiciones de la reacción necesarias para la amplificación
(altas concentraciones de enzima, cloruro de magnesio y ADN, y 45 ciclos con baja
temperatura de hibridación) reflejan una interacción inespecífica entre los iniciadores y el
ADN, responsable de la imperfecta reproducibilidad. Este hecho también ha sido atribuido a
la utilización de diferentes polimerasas (Schierwater et al, 1993) y termocicladores
(MacPherson et ál, 1993~ Penner et al, 1993), debido a las pequeñas diferencias en los perfiles
de rampas de las temperaturas (MacPherson et al, 1993). Nosotros también hemos observado
que la utilización de diferentes termocicladores modifica los patrones de bandas obtenidos.
La insuficiente reproducibilidad es la principal limitación de la técnica, especialmente
al considerar la necesidad de la comparación de resultados entre diferentes laboratorios. Sin
embargo, la reproducibilidad dentro de un mismo lote de preparación y amplificación
permiten el análisis de un pequeño grupo de cepas que deban ser tipificadas simultaneamente.
En los tubos inoculados con agua ultrapura estéril se detectaron bandas. La producción
de fragmentos de amplificación en tubos que no contienen ADN añadido ha sido
anteriormente descrita (Williams et ál, 1990; Meunier et ál, 1993). Puede deberse a la
contaminación natural de la enzima, per esta contaminación no se cosidera un problema si no
coinciden con las obtenidas de las muestras, y porque al añadir ADN diana éste estará
presente en una concentración mucho mayor y competirá con ventaja frente al ADN
contaminante durante la amplificación.
En nuestro estudio fue imposible establecer una relación epidemiológica entre los
grupos de cepas originados. Sin embargo, estudios anteriores de los mismos aislados mediante
RFLP mostraron que vanas cepas compartían patrones idénticos y estaban relacionadas
epidemiológicamente. El origen de esta divergencia entre los resultados de la tipificación por
ambos métodos es desconocido. Como con otros marcadores moleculares, la información
aportada por un único criterio puede ser insuficiente, por lo que es necesaria la utilización de
varios marcadores para obtener la caracterización de un genoma que permita relacionar las
cepas de un mismo brote de infección.
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RESUMEN
El método DVR-spacer aligo typing (spoligotyping) se utilizó para la caracterización
epidemiológica de ciento noventa y nueve cepas de M. bovis aisladas de seres humanos,
animales domésticos (ganado vacuno, caprino, ovino y gatos) y salvajes (ciervos y jabalíes).
Este método de tipificación detecta la presencia o ausencia de los espaciadores de la región
DR. Los espaciadores, amplificados por PCR, son detectados mediante hibridación a una
membrana que contiene oligonucícótidos derivados de las secuencias de los espaciadores. Sc
encontraron dos grupos de spoligotipos bastante homogéneos. El primero incluyó las cepas
procedentes de seres humanos, ganado vacuno, animales salvajes y gatos. Las cepas
procedentes de los ciervos y los jabalíes mostraron el mismo patrón que las del ganado
vacuno, indicando una posible transmisión entre ambos, y destacando la importancia de estos
reservorios. El segundo grupo incluyó las cepas de origen caprino y ovino. Dentro de cada
uno de los grupos, los patrones de las cepas difirieron sólo ligeramente, sugiriendo que los
spoligotipos son característicos de cepas con infección preferente por especies animales.
El DVR-spoligotyping es apropiado para el estudio de la epidemiología de M. bovis,
especialmente de aquellas cepas que contienen una copia única de la secuencia de inserción
1S61 10. Tras el estudio de nuestros resultados podemos sugerir la tipificación inicial de las
cepas de M. bovis mediante el DVR-spoligotyping, y un RFLP complementado de las cepas
que pertenezcan a los spoligotipos más prevalentes.
Para evaluar la aptitud de este método para determinar subpoblaciones de
mícobacterias del complejo M. tuberculosis se tipificaron también cepas de M. bovis BCG,
M. microri, y bacilos de este complejo aislados de dassies y de focas.
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1. INTRODUCCIÓN
Mycobacterium bovis es miembro del complejo M. tuberculosis, que incluye también
M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. africanum y M. microri. M. bovis, agente causal de la
tuberculosis bovina, puede infectar a un gran número de animales domésticos y salvajes
(Thoen et ál, 1984).
El control de la tubeTeulosis bovina en España ha llevado a una reducción en la
prevalencia de esta enfermedad, aunque esta reducción está siendo menos marcada en los
últimos años. En otros países donde el saneamiento del ganado ha sido difícil, la
identificación de otros animales domésticos, como la cabra y la oveja (Cordes et ál, 1981;
Cousins et ál, 1993) o salvajes, principalmente el cieno (Clifton-Hadley et ál, 1991; Griffin
et ál, 1994) y el tejón (Clifton-Hadley et él, 1993) como fuentes de infección alternativas, han
sido importantes para establecer nuevas medidas en el control de la infección.
Ni las diferencias fenotípicas (Barrow, 1981), ni la tipificación con fagos (Crawford
et él, 1984), han sido satisfactorias en la caracterización epidemiológica del complejo M.
tuberculosis. El análisis del ADN con enzimas de restricción (restriction endonuclease
analysis, REA) ha sido utilizado en el estudio de la transmisión de la infección entre el
ganado vacuno y los possums (Collins et él, 1983; Collins et él, 1988) o los tejones (Collins
et él, 1994). Sin embargo, esta técnica no ha sido ampliamente utilizada debido a la compleja
interpretación de los patrones de bandas obtenidos y la difícil comparación entre diferentes
geles.
La diferenciación de cepas mediante el estudio de los polimorfismos del ADN basado
en la longitud de los fragmentos producidos por restricción enzimática, utilizando sondas de
ácidos nucleicos para destacar la heterogeneidad de los fragmentos específicos obtenidos
(restriction ftagment lengUi polymorphism, RFLP), ha sido muy eficaz en estudios
epidemiológicos de la tuberculosis humana. La secuencia de inserción (insertion sequence,
18) 1S6110, virtualmente idéntica a 18986 e 18987 (Hermans et Al, 1990; McAdam et él, 1990;
Thierry et Al, 1990; Hermans et él, 1991) ha sido ampliamente utilizada como un marcador
genético para el estudio de M. tuberculosis debido a la variabilidad en el número de copias
285
DV&spoligotyping de cepas de M. bovis: una herramienta en la epidemiología
y a su capacidad para moverse por el genoma de diferentes cepas. Aunque se han descrito
cepas de M. tuberculosis con una única copia o carentes de esta secuencia de inserción (Yuen
et al, 1993; Fomukong et al, 1994; Sahadevan et él, 1995), la mayoría de las cepas contienen
entre 6 y 20 copias de este elemento (Thierry et al, 199<); Van Soolingen et al, 1991). El
método RFLP con 186110 ha sido aplicado con éxito en el estudio de brotes de tuberculosis
en el hombre, reinfecciones endógenas, transmisión de la infección asociada al virus de la
inmunodeficiencia humana, diseminación de cepas multirresistentes e infecciones
nosocomiales (Hermans et Al, 1990; Mazurek et Al, 1991; Otal et al, 1991; Beck-Sagué et A],
1992; Daley et Al, 1992; Edlin et ál, 1992; Pearson et Al, 1992; Dwyer et ¡11, 1993; Genewein
et al, 1993; Tabet et él, 1994), existiendo una propuesta de metodología estandarizada (Van
Embden et Al, 1993).
La diferenciación de cepas de M. bovis con 1S6110 depende de su origen (Van
Soolingen et al, 1994). La mayoría de los aislados del ganado vacuno presentan una única
copia de este elemento (Van Soolingen et Al, 1991; Van Soolingen et Al, 1992; Collins et Al,
1993; Cousins et Al, 1993), situado en un fragmento de 1,9 Kb tras la digestión del genoma
con Pvufl (Van Soolingen et Al, 1992; Cousins et al, 1993; Van Soolingen et Al, 1994). Las
cepas de M. bovis aisladas de otros animales contienen varias copias de 156110, sugiriendo
que los diferentes reservorios animales podrían tener diferentes tipos de M. bovis (Van
Soolingen et al, 1994).
Las cepas del complejo M. tuberculosis contienen también cinco o seis copias de un
segundo elemento de transposición, la 18108! (Collins et Al, 1991). Entre el 90,6 y un 97,5%
de las cepas de M. bovis muestran el mismo patrón respecto a este elemento, idéntico al de
la mayoría de las cepas de M. tuberculosis examinadas (Van Soolingen et Al, 1992; Collins
et Al, 1993). Las diferencias entre los patrones dependen solamente del tamaño de uno de los
fragmentos que contienen la 181081, indicando que la transposición de este elemento es rara
y poca heterogeneidad en los puntos de inserción en el genoma (Collins et al, 1993). Estos
hechos limitan su utilización en la tipificación de cepas del complejo M. tuberculosis.
En el estudio de la epidemiología de la tuberculosis se han utilizado otros elementos
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repetitivos: la secuencia polimórfica repetitiva con alto contenido en G+C (polynwrphic GC-
rich repeat sequence, PGRS), encontrada en el complejo M. tuberculosis y en otras especies
de micobacterias (Ross el Al, 1992), y la secuencia de repeticiones directas (direct repear, DR)
(Hermans et Al, 1991; Groenen et Al, 1993). Estos elementos se han utilizado para hibridar el
ADN genómico digerido con AluI de M. tuberculosis (Dwyer et Al, 1993; Van Soolingen et
Al, 1993; Yuen et Al, 1993; Sahadevan et él, 1995) y M. bovis (Cousins et él, 1993; Van
Soolingen et Al, 1994). Un tercer elemento de ADN irpetitivo, de repeticiones en tandein
(majorpolymorphic tandem repeat, MPTR), formado porrepeticiones imperfectas de 10 pares
de bases, separadas por 5 pares, se encuentra aproximadamente 80 veces en el cromosoma
del complejo M. tuberculosis y otras micobacterias, y no se utiliza porque es poco polimórfico
en el ADN del complejo (Hermans el él, 1992). El principal inconveniente del RFLP es la
realización del Southern blot, muy laborioso, y el requerimiento del aislamiento de varios
microgramos de ADN de la bacteria (Small et él, 1994).
El elemento DR fue identificado durante la caracterización del ADN cromosómico que
flanquea la secuencia 18986 de M. bovis BCG (Hermans et Al, 1991). Esta región contiene un
gran número de múltiples elementos DR, de 36 p.b., separados por ADN espaciador, de 35
a 41 p.b. M. bovis BCG contiene 49 copias de DR, agrupadas en una única posición en el
cromosoma. La copia número 30 está dividida por la secuencia 15987. Los elementos DR
están presentes invariable y exclusivamente en las cepas del complejo M. tuberculosis. El
análisis en diferentes cepas de la región que contiene estas copias reveló su polimorfismo en
tamaño y composición (Hermans et Al, 1991). Se denomina repetición directa variable (direct
variable repeat, DVR) a un elemento DR más su espaciador adyacente, recibiendo una
numeración conforme a un arquetipo en la cepa M. bovis BCG P3 (Groenen et él, 1993). En
la comparación de las regiones DR de varias cepas se observó que el orden de los
espaciadores es prácticamente el mismo en todas las cepas, pero que existían delecciones e
inserciones de DVRs. El polimorfismo entre las cepas se basa en la presencia o ausencia de
uno o más DVRs.
El método spacer oligo ryping (spoligotyping) (Kameerbeek ex Al, 1995) detecta esta
presencia o ausencia de los espaciadores de secuencia conocida en una cepa en dos pasos.
Inicialmente, se amplifica el espaciador o espaciadores entre dos secuencias DR dianas
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mediante PCR; el iniciador inverso estA marcado con biotina, por lo que todas las cadenas
sintetizadas a partir de él estarán también marcadas. Posteriormente, los espaciadores son
detectados mediante hibridación de los productos generados por PCR a una membrana que
contiene 43 oligonucleátidos unidos covalentemente, 6 (20, 21, 33-36) derivados de los
espaciadores de M. bovis BCG y 37 de M. tuberculosis H37Rv (Kamerbeek et Al, 1996).
El objetivo de este trabajo fue la evaluación de este método en la diferenciación de
cepas de M. bovis aisladas de seres humanos, animales domésticos (ganado vacuno, caprino
y ovino, y gatos) y salvajes (ciervos y jabalíes) para detenninar su utilidad como herramienta
en la epidemiología de la tuberculosis.
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2. MATERiAL Y MÉTODOS
2.1. CEPAS UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO
Se estudiaron ciento ochenta y dos cepas de M. bovis, aisladas a partir de muestras
recibidas en el Departamento de Patología Animal 1 (Sanidad Animal) de la Facultad de
Veterinaria de Madrid (U.C.M.). Las muestras provenían de ganado vacuno (n=129), caprino
(n=44}, ovino (n=1), gatos domésticos (n=2), jabalíes (Sus scrofa) (n=4) y ciervos (Cervus
elaphus) (n=2) de diferentes Comunidades Autónomas españolas. Las cepas se identificaron
como M. bovis en función de su crecimiento lento, la morfología de las colonias, la tinción
de ácido-alcohol resistencia, pruebas bioquímicas convencionales (Vestal, 1975), y
amplificación por PCR de la 186110 (Hermans et 61, 1990), del ARNr 168 y la MPB7O
(Wilton et él, 1990) y de la 151081 y mtp40 (Liébana et 61, 1996). Asimismo se estudiaron
17 cepas de M. bovis aisladas de seres humanos, cedidas por el Servicio de Microbiología del
Hospital Ramón y Cajal (Madrid).
2.1.1. Cepas de origen animal
Las 129 cepas bovinas fueron aisladas de animales de 34 granjas (b-l a b-34),
localizadas en diferentes áreas de España; las granjas b-l a b-13 en León, la granja b-14
en Cantabria, b-15 y b-16 en Madrid y Guadalajara respectivamente, y b-17 a b-34 en
varios pueblos de Cataluña (Tabla IV. 1). Las 44 cepas caprinas se aislaron de 8 granjas (cd
a c-8) (Tabla IV.2). Las granjas c-1 a cfi están situadas en Cataluña, estando las granjas
c Kl y c -2 muy próximas entre sí. Los rebaños c 7 y c -8 están en Madrid. La oveja
perteneció a una granja situada en el mismo área que la granja cfi.
Los gatos pertenecieron a particulares de la ciudad de Madrid. El primer gato fué una
hembra con tuberculosis generalizada; el segundo, un macho con lesiones que afectaban al
pulmón y nódulos linfáticos asociados (Tabla IV.3.). Los 4 jabalíes fueron cazados en una
reserva natural en Extremadura. Tres de ellos presentaron lesiones granulomatosas en varios
nódulos linfáticos, pulmón e hígado. El cuarto animal mostró lesiones en la articulación del
codo. Los ciervos, con tuberculosis pulmonar, fueron capturados en Cataluña (Tabla lV.3).
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Material y métodos
2.1.2. Cepas de origen humano
Los M. bovis de origen humano habían sido aisladas de pacientes HIV positivos
afectados por un brote nosocomial, caracterizado por una resistencia total a los
tuberculostáticos, ocurrido entre 1993 (fecha del ingreso del primer enfermo) y 1995. Los
aislados eran resistentes a la isoniazida (hidracida del ácido isonicotínico o INH), rifampicina,
etambutol, estreptomicina, etionamida, cicloserina, claritromicina, capreomicina, ofloxacina,
ácido paraaminosalicílico (PAS) y amicaerna.
2.2. PREPARACIÓN DEL ADN
Las cepas se cultivaron en 15 ml de Middlebrook 7H9. suplementado en un 10% (y/y)
con OADC enrichment wIWR 1339 (Dilco, Detroit, MI), 1 g/l de hidrolizado pancreático de
caseína (Difco) y 4 gIl de piruvato sádico (Merck, Darmstadt, Alemania), e incubaron a 370C
hasta obtener crecimiento suficiente. El medio Middlebrook 7H9 (Difco) contiene 0,5 g de
(NH
4),S04, 1 g de KH,P04, 2,5 g de NaJIPO4, 0,1 g de citrato sódico, 0,05 g de MgSO4, 0,5
¡.ig de CaCI2, 1 íg de ZnSO4, 1 ,xg de Cu2SO4, 0,5 g de ácido L-glutámico, 0,04 g de citrato
amónico férrico, 1 ~xgde piridoxina, 0,5 pg de biotina, pH 6,6 ±0,2, para un litro de agua.
Bacto Middlebrook OADC Enrichment w/WR 1339 (Difeo) contiene en 100 ml de agua
destilada, 0,05 g de ácido oléico, 5 g de la fracción V de albúmina bovina, 2 g de dextrosa,
4 ~g de catalasa de vacuno, 0,85 g de NaCí y 0,25 g de TritónR WR 1339.
Las células se recogieron por centrifugación a 3.700 g durante 30 minutos en una
centrífuga Sigma 3-10, descartando el sobrenadante. El sedimento obtenido se inactivé a 75
0C
durante 30 minutos y se transfirió a un tubo eppendorf. Los restos que quedaban en el tubo
de centrífuga se recuperaron lavando con 1,5 ml de PB 8 estéril, centrifugando en un nuevo
eppendorf a 12.500 r.p.m. 10 minutos en una centrífuga Eppendorf 5415-C y añadiendo el
sedimento formado al primer eppendorf, ajustando el volumen final a 350 pl con TE (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8). Las células se lisaron con 50 pl de lisozima (20 mg/mí)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), incubando a 370C durante 3 horas, y posteriormente
con 50 ¡.11 de dodecil sulfato sádico (SDS) al 10% y 50 pl de proteinasa K (1 mg/mí) (Sigma
297
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Chemical Co.) a 500C entre 12 y 16 horas. La extracción del ADN se realizó mediante
incubación a 65%? durante 10 minutos con 100 pl de NaCí 5 M y 80 pl de CTAB/NaCI
precaleníado. La fase acuosa que contiene el ADN se sepani tras la adición de 600 pl de
clorofo¡mo:isoamflico (24:1) y centrifugación a 6.5(X) r.pin. 5 minutos. Esta fase acuosa se
purificó con 600 pl de fenol:cloroformo:isoamflico (25:24:1) (Sigma Chemical Co.) y nueva
centrifugación a 6.500 r.p.m. durante 5 minutos. El ADN se precipité con 400 pl de
isopropanol (Sigma Chemical Co.) a -200C al menos durante 30 minutos y centrifugación a
6.500 r.p.m. 5 minutos, y se lavé dos veces con 1 ml de etanol frío al 70%. Se secé en la
estufa a 37%? y resuspendió en 30 pl de TE.
La concentración y calidad del ADN extraído se calculé mediante electroforesis de 1
pl en geles de agarosa Molecular Biology Certified Agarose, Ultra Pure DNA Grade (BioRad
Laboratories, Richmond, CA) al 0,8% a 80V durante 0,6 horas. Los geles se tiñeron con
bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 30-45 minutos y se fotografiaron en un transiluminador
Reprostar II (Camag, Muttenz, Switzerland) de luz ultravioleta con una MP24 Land Camera
(Polaroid) utilizando película 667 (Polaroid). La estimación se realizó según la fuerza de las
bandas de ADN; aproximadamente una banda muy fuerte equivale a 1 pg/pi, mientras que una
banda muy débil equivale a 0,2 pg/pl. Para inocular en cada tubo una cantidad similar dc
ADN, que posterior-mente no distorsionara la interpretación de los resultados, éste se diluyó
a 20 pgl¡fl, a excepción del que no pudo observarse en los geles.
2.3. ADAPTACIÓN DEL MÉTODO EN NUESTRO LABORATORIO
2.3.1. Evaluación del primer marcado con biotina
Para la obtención de resultados es necesario contar con un perfecto marcado del
iniciador HDR-RB. En las pruebas iniciales realizadas con iniciadores preparados por Biotech
International (Penh, Western Australia), los resultados obtenidos fueron débiles e
insuficientes. Uno de los motivos puede ser una escasa amplificación de los espaciadores o
una insuficiente calidad del primer marcado con biotina. Para descartar un error en estos
componentes, se prepararon dos lotes de tubos utilizando los mismos reactivos: 10 pl de
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buffer 5x (Tris-HCl 335 mM, pH 8.8 a 25%?, (NH4)2S04 83 mM, dNTPs 1 mM, 2-
mercaptoetanol 5 mM, EDTA 30 pM, gelatina 1 mg/mí) (Biotech International), MgCI2 2
mM, 1,1 unidades de Tth plus polymerase (Biotech International) y 120 ng de cada
oligonucleétido iniciador, HDR-F y HDR-RB, sintetizados y marcados por Oswell DNA
Services (Southampton, UK) y por Biotech International. Cada grupo de tubos se inoculé en
paralelo con 5 hl de una dilución 1/10 de una suspensión equivalente a la densidad del
número 5 de la escala de MacFarland e inactivada a 99
0C durante 10 minutos de las cepas
M. tuberculosis H37Rv, M. bovis (cepa canadiense) y una micobacteria del complejo M.
tuberculosis aislada de una foca, así como con 5 ¡u de agua MQ estéril como control
negativo.
La amplificación se llevó a cabo en un Corbett FF84 thermalcycler(Corbett Research,
Mortlake, New South Wales) utilizando 35 ciclos de desnaturalización a 95%?, hibridación a
55%? y extensión a 72%? durante 30 segundos; la primera desnaturalización y la última
extensión se prolongaron 10 minutos. La presencia de los productos de la amplificación se
detectó por electroforesis a 100V durante 30 minutos en un gel de agarosa al 2% teñido con
bromuro de etidio.
Para verificar el estado de la biotina, se deposité en una membrana Hybond-N+
(Amersham International, Buckinghamshire) 1 ¡il de cada producto de PCR obtenido y de sus
diluciones decimales preparadas en agua ultrapura estéril. Los productos se fijaron a la
membrana humedeciendo ésta sobre papel Whatman 3MM empapado en NaOH 0,4 N,
aclarando después dos veces, 10 minutos cada una, en 2x SSPE (NaCí 360 mM, NaH
2PO42O
mM, EDTA 2 mM pH 7.2) con 0,5% de dodecil sulfato sódico (SDS) a 600C. Los productos
se detectaron incubando la membrana con 5 pl de streptavidin-peroxidase conjugate
(Boehringer Mannheim) en 10 ml de 2x SSPEJO,5% SDS durante 45 minutos a 420C. El
exceso de conjugado se eliminó lavando la membrana dos veces en 2x SSPE/0,5% SDS a
42%? durante 10 minutos y aclarando brevemente en 2x SSPE a temperatura ambiente. La
detección se realizó con el sistema ECL (Amershani International), exponiendo una película
ECL-Hyperfilm (Amersham International) a la membrana durante 5 minutos.
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2.3.2. Concentración del conjugado estreptavidina-peroxidasa y exposición
Con el objeto de comprobar si los débiles resultados iniciales se debían a una
insuficiente concentración de streptavidin-peroxidase conjugate (Boebringer Mannheim)
durante la detección, se realizaron en paralelo dos detecciones de un mismo lote de tubos, con
varias concentraciones de conjugado: 2,5 pl (recomendado en el protocolo original), 5 ¡si y
7,5 pl en 10 ml de 2x SSPE/0,5 %SDS, y exponiendo varias películas Hyperfilm-ECL en
tiempos seriados a cada una de ellas.
2.4. AMPLIFICACIÓN POR PCR DE LOS ESPACIADORES DE LA REGIÓN DR
La amplificación y la detección se realizaron siguiendo el método propuesto por
Kamerbeek y colaboradores (1995) con algunas modificaciones. La amplificación se realizó
en 50 pl conteniendo 10 pl de buffer 5x (Tris—HCl 335 mM, pH 8.8 a 250C, (NH4)2S04 83
mM, dNTPs 1 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, EDTA 30 pM, gelatina 1 mg/mi) (Biotech
International), MgCl2 2 mM, 120 ng de cada oligonucleótido iniciador HDR-F y HDR-RB
(Oswell DNA Services, Southampton) y 1.1 unidades de Tth plus polymerase (Biotech
International).
Los iniciadores HDR-F y HDR-RB (marcado con biotina en el extremo 5’), descritos
por Hermans et ál (1991), hibridan en las secuencias DR amplificando los espaciadores
situados entre ellas. Las soluciones de los iniciadores y los tubos de PCR ya preparados se
conservaron a 4%? hasta su utilización para evitar dallar la biotina en la congelación. Los
tubos se inocularon con 5 pl de ADN diana, aproximadamente equivalentes a 100 ng de ADN.
Tabla 1V4. Iniciadores y concetracién utilizada en la reacción de amplificación de los
espaciadores de la región DR.
Iniciador Secuencia 5’—~~ 3’ Peso molecular Concentración
HDR-F CCC AGA GGG GAC GGA AAC 5587 120 ng (21 pmoles)
HDR-RB GGT ‘1T~ CGO TCT GAC GAC 5945 120 ng (20 pmoles)
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La amplificación se llevó a cabo en un Corbett FTS—l thermalcycler (Corbett
Research) utilizando 35 ciclos de desnaturalización a 95%?, hibridación a 55%? durante 1
minuto y extensión a 720C durante 30 segundos, la primera desnaturalización y la última
extensión se prolongaron 10 minutos.
La amplificación del ADN se comprobó mediante electroforesis a 100 V durante 0,6
horas en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio (0,5 ¡ug/ml) durante 30 minutos.
Los productos amplificados no aparecen como bandas, sino como lenguas de ADN debido a
la insuficiente resolución de los múltiples pequeños fragmentos de diferentes tamaños
generados.
Como controles en cada lote de tipificación se incluyeron las cepas M. tuberculosis
H37Rv y M. bovis BCO P3, cedidas por la Unit Molecular Biology, National Institute of
Public Health and Environmental Protection (Bilthoven, The Netherlands) y agua ultrapura
estéril.
2.5. HIBRIDACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR Y DETECCIÓN
La membrana que contiene los oligonucleótidos derivados de los espaciadores fue
cedida por el Dr. J.D.A. van Embden y sus colaboradores (Unit Molecular Biology, National
Institute of Public Health and Environmental Protection, Bilihoven, The Netherlands). La
membrana se lavó en 2x SSPE (NaCí 360 mM, NaH
2PO4 20 mM, EDTA2mM pH 7.2)
suplementado con 0,1% de dodecil sulfato sádico (SDS) durante 5 mm a 60%?. La membrana
se colocó en un miniblotter MN4S (Inmunetics, Canibridge, MA) de forma que el patrón de
lineas de los oligonucleótidos quedara perpendicular y en contacto con los canales del
miniblotter.
La hibridación se realizó por unión del ADN amplificado a múltiples oligonucleátidos
sinteticos derivados de los espaciadores, unidos covalentemente a la membrana (Kaufhold et
ál, 1994). Para ello, 20 pl de cada producto de PCR, disueltos en 150 pl de 2x SSPE/0,l%
SDS se desnaturalizaron a 99%? durante 10 minutos utilizando el termociclador, y se enfriaron
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inmediatamente en hielo. En cada prueba se caracterizaron simultáneamente 42 cepas, además
de incluir los controles. Cada canal se llenó con 150 fIl de cada producto desnaturalizado,
sellando con cinta los extremos para evitar que se secara, y la hibridación se incubé durante
1 hora a 60%?. Posteriormente, tras vaciar los canales por aspiración, se retiró la membrana
y se lavé dos veces con 250 ml de 2x SSPE/0,5% SOS durante fi) minutos a 600C para
eliminar el producto que no hubiera hibridado.
Para la detección la membrana se incubé en 10 ml de 2x SSPE/0,5% SOS con 5 pl
de streptavidin-peroxidase conjugate (Boehringer Mannheim) durante 45 minutos a 42%? en
un horno de hibridación Hybaid. La membrana se lavé dos veces en 15<) ml de 2x SSPE/0,5%
SOS durante 10 minutos a 42%? y se enjuagó en 2x SSPE 5 minutos a temperatura ambiente.
El ADN hibridado se detecté con el sistema ECL (Amersham International), una combinación
de peróxido de hidrógeno (sustrato de la peroxidasa) y luminol, cuya oxidación produce luz
azul. En la oscuridad, la membrana se incubó con 10 ml de ambos reactivos durante 1 minuto,
se colocó entre dos hojas de transparencia y se expuso una película ECL-Hyperfilm
(Amersham International) durante 12 minutos.
Después de cada detección, la membrana se deshibridó con cuatro lavados en SOS al
1% durante 20 minutos a 80%?, seguido de una incubación en EDTA 20 mM, pH 8 durante
15 minutos a temperatura ambiente. La membrana se conservé húmeda en una bolsa plástica
sellada en refrigeración hasta su reutilizacién.
El análisis de las autoradiografías con los patrones de hibridación se realizó con la
versión para Windows del programa de ordenador GelCompar, versión 3.1 (Applied Maths,
Kortrijk, Be]girnn).
Con el propósito de evaluar la utilidad de este método de tipificacién respecto a otros
existentes, los resultados obtenidos en la tipificación de las cepas con DVR-spoligotyping se
compararon con los obtenidos en la caracterización mediante RFLP con 156110 de 120 de las
cepas. Dicha caracterización y la metodología utilizada, digestión del ADN genómico con la
enzima de restricción Pvull, hibridación con dos sondas marcadas con digoxigenina (BBS y
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LHS) y detección con el alkaline phosphatase-conjuga:e antibody DNA detection icé
(Boebringer Mannheim) han sido descritos previamente (Liébana, 1996).
2.6. DVR-SPOLIGOTYPING DE CEPAS DE OTRAS ESPECIES DEL COMPLEJO
M. tuberculosis
Con el objetivo de conocer la capacidad de discriminación de este método de
tipificación, y su capacidad para diferenciar subpoblaciones de cepas de una misma especie.
incluimos en este estudio la caracterización de ADN de varios microorganismos del complejo
M. tuberculosis pertenecientes a la colección de cultivos del Australian Reference Laboratory
br Bovine Tuberculosis (Agriculture, Western Australia) (Tabla IV.5).
Las micobacterias de los pinnípedos (sedbacillus) habían sido aislados de tuberculosis
pulmonar del león marino australiano (Neophoca cinerea), de la foca peletera de Nueva
Zelanda (Arcrocephalus forsteri) y de la foca peletera australiana (Arctocephalus pusillus
doriferus); animales salvajes encontrados en Bremmer (cepa 14126), Albany (14109) y
Yallingup (20296) (diferentes áreas de Western Australia), y Tasmania (92/1162ff) y de 6
animales de una colonia mantenida en cautividad (Atíantis Marine Park), formada
principalmente de animales salvajes capturados (6481, 6482, 6510, 6954, 6884, 6866), así
como la cepa obtenida de su entrenador (146)0>.
Los dassie bacillus habían sido aislados de lesiones tuberculosas en pulmón e hígado
de dos hyrax o dassies (Procavia capensis), importados de Sudáfrica y mantenidos en el zoo
de Perth (Western Australia) (cepas 13499 y 14114). En la caracterización se incluyeron otras
dos cepas aisladas de animales de esta especie (TB23/9lSw y 7171), y tres cepas de
Mycobacterium microtí, una de referencia (NCTC 08710) y dos aislados obtenidos de ratones
(3377 y 3381).
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Tabla IV. 5. Cepas del complejo M. tuberculosis (Auslralian Reference Laboratory mr Bovine Tuberculosis,
Agriculture, Western Australia) incluidas en este estudio.
Especie del complejo M. tuberculosis Número Origen
Al. bovis 54 Cepas de origen humano de Irán (3), Irlanda (2),
Reino Unido (3) y Australia (46).
M. bovis BCO 19 Cepa de referencia ‘IMC 1029 <EEUU);
cepa de referencia P3 (RiI VM, Holanda);
cepa BCO 1, australiana <ATCC 35739);
BCO 3, Chicago (ATCC 27289);
BCO 4. Connaugbt (CDC);
BCO 7, Copenhague (ATCC 27290);
BCO 8, danesa (CPCIDCL) 1331);
BCO 10, francesa (CPCIDCD 1173 P2);
BCO II, Glaxo (CPCIDCI) FíO);
BCO 14, japonesa (ATCC 35737k
BCO ¡6, mexicana (ATCC 35738);
BCO 17, Montreal (ATCC 35735);
BCO 18, Moreau (CPCIDCD);
BCO 20, Pasteur (ATCC 27291);
BCO 21, msa (ATCC 35740);
BCO sueca (ATCC 35732) del ¡ITT (EEUU)
y tres cepas de Queensland (Australia).
Micobacteria aislada de pinnípedos
(sea! bacillus)
16 Cepas aisladas de pinnípedos australianos salvajes
de Tasmania (1), Br-giner (1) y Albany (2), y
animales de un parque acuático (11 cepas aisladas
de 5 animales) y de su cuidador (1).
M. microil 3 Cepa de referencia NTCT 08710 (Suecia) y cepas
de Reino Unido aisladas de ratones (2).
Micobacteria aislada de hyrax
(dassie bacillus)
M. tuberculosis
4 Cepas aisladas de Hyrax mantenidos en un zoo de
Australia (2), de Suecia (1) y de Reino IJuido (1).
1 Cepa de referencia H37Rv.
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3. RESULTADOS
3.1. ESTIMACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ADN
La extracción proporcionó ADN de buena calidad pero en cantidad muy variable
dependiendo de las cepas (Figura IV.l), siendo en un 26,1% de las cepas insuficiente para su
caracterización mediante RFLP. Este escaso rendimiento puede atribuir-se principalmente a un
deficiente crecimiento debido a una viabilidad reducida (cepa vieja o dañada). Sin embargo,
debido a la alta sensibilidad del PCR, si se obtuvieron resultados en estas cepas al
caracterizarlas mediante DVR-spoligotyping.
3.2. ADAPTACIÓN DEL MÉTODO EN NUESTRO LABORATORIO
3.2.1. Evaluación del primer marcado con biotina
Las dos parejas de iniciadores amplificaron correctamente el ADN inoculado en ambos
grupos de tubos, no observándose diferencias en la amplificación entre ambos. Puesto que el
producto de la reacción obtenido es una mezcla de fragmentos amplificados de diferentes
tamaños moleculares en el gel se observó una lengua de ADN y no bandas diferenciadas. En
los tubos inoculados con agua MQ como control negativo no existe amplificación (Figura
IV.2).
Sin embargo, al realizar la detección de los productos de PCR fijados a la membrana
se encontraron diferencias significativas. Las señales producidas por los iniciadores preparados
por Oswell eran mucho más intensas, permitiendo la detección de 1 pl de la dilución í0~ del
producto de PCR (aproximadamente 2,4 pg de iniciador), frente a la dilución 102 de los
iniciadores preparados por Biotech International (Figura IV.2).
3.2.2. Concentración del conjugado streptavWin-peroxWase y exposición
Los resultados obtenidos con 5 pl de streptavidin-peroxidase conjugate (Boehringer
Mannheim) en 10 ml 2x SSPEIO,5% SDS fueron superiores a los obtenidos con 2,5 pl, no
305
DVR-spoligotyping de cepas de Al. hovis: una herramienta en la epidemiología
existiendo una mejoría notable al aumentar- esta concentr-ación. El tiempo de exposición
apropiado fue de 12 a 15 minutos; y no se observó una mayor intensidad con tiempos de
exposición más prolongados, decayendo la intensidad de la señal rápidamente tras este periodo
inicial.
3.3. CARACTERIZACIÓN MEDIANTE DVR-SPOLIGOTYPING DE LAS CEPAS DE
M. bovis
En la caracterización mediante DVR-spoligotyping de las 199 cepas de M. bovis
estudiadas se identificaron 26 patrones diferentes. Todas las cepas, excepto la RCI7, de origen
humano, carecieron de los espaciadores 39-43, una propiedad característica que diferencia M.
bovis de M tuberculosis (Figuras lvi y IV.4). En la r-ealización de algunas pruebas el
espaciador 42 mostró una reacción débil, pero debido a que los resultados que ofrecía eran
inconsistentes (algunas veces negativo, otras débilmente positivo), fue finalmente considerado
negativo.
Con las cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG P3, utilizadas
como controles, se obtuvieron siempre los mismos resultados en todos los tests. La relación
entre estas cepas fue superior al 65%. En algunas ocasiones, aunque no se obtuvo nunca
amplificación en el control negativo, si aparecieron las bandas equivalentes a algunos
espaciadores tras la detección. Sin embargo, este falso positivo no afecté a los resultados de
las cepas, ya que los patrones obtenidos no se alteraron al repetir las caracterizaciones.
Los spoligotipos se clasificaron en dos grupos principales; el primero, formado por 22
spoligotipos, contiene las cepas humanas y las aisladas del ganado vacuno, de los animales
salvajes y de los gatos; el segundo, con 4 spoligotipos, engloba las cepas de origen caprino
y ovino. Dentro de cada uno de estos grupos, los patrones de las cepas difieren sélo
ligeramente. Estos resultados sugieren que los patrones de los spoligotipos pueden ser
característicos de las cepas de M. bovis que infectan a las diferentes especies animales
(Figuras IV.5 y IV.6>.
306
Resultados
3.4. SPOLIGOTIPOS DE CEPAS DE M. bovis AISLADAS DE GANADO VACUNO
Todas las cepas de M. bovis aisladas del ganado vacuno investigadas carecen de los
espaciadores 3, 9 y 16, y poseen los espaciadores 1, 13, 18, 23, 25, 30 y 38. El método
clasificó las 129 cepas en 18 spoligotipos (spb-l a spb-18) (Tabla IV.6). El más frecuente fue
el spb-7; se encontró en 59 cepas (45,7%) pertenecientes a 15 granjas (44,1%) repartidas por
todo el territorio. Este tipo pudo ser diferenciado en 11 tipos de RFLP con 186110 utilizando
los resultados obtenidos con las sondas RHS y LHS. Los tipos spb-3 y spb-l 3 fueron el
segundo y tercer tipo más comunes, ambos aparecieron en 14 animales de cinco rebaños en
diferentes áreas geográficas. Pudieron ser diferenciados en dos [lA (lA), 12A] y tres [lA
(IC), lA (íD), 7B] tipos 186110, respectivamente. La cepa control M. bovis BCG P3
perteneció también al tipo spb-3. El tipo spb-8 se encontró en cuatro granjas. Otros
spoligotipos se hallaron en cepas aisladas de una o dos granjas.
En algunas granjas todas las cepas aisladas de sus animales presentaban el mismo
patrón, mientras que en otras granjas aparecieron cepas con patrones diferentes. Las
investigaciones de seguimiento realizadas en algunas granjas pueden ofrecer una posible razón
a este hecho. En las granjas frS, b-9, b-ll y b-13, en donde se obtuvieron cepas de M.
bovis con diferentes spoligotipos, se habían detectado animales positivos a la prueba de la
intradermorreacción desde hace varios años, y los propietarios acostumbran a comprar y
vender ganado frecuentemente. Sin embargo, el rebaño b 2 estaba libre de tuberculosis hasta
la aparición de un brote; las doce cepas originarias de vacas de la explotación compartían el
mismo patrón spb-l. En muchos casos fué imposible establecer una relación epidemiológica
que explicara la aparición de un mismo spoligotipo en varias granjas, ya que no suele existir
control de los animales. Por ejemplo, cepas procedentes de las granjas b~6, b-9 y bí 1
compartían el patrón spb-8, pero los propietarios no recuerdan la existencia de intercambio
de ganado entre ellos, bien debido a la separación geográfica (entre las granjas b -9 y b -11)
o por el tipo de ganado (diferente calidad genética entre los animales de las granjas b -6 y
b-1l).
Cuarenta y nueve de los 97 (51%) aislados bovinos con patrón conocido de 186110-
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RHS tienen una única copia de este elemento (patrón lA>, situado en un fragmento de 1,9 Kb
al digerir con la enzima de restricción PvuII; este tipo estuvo presente en 19 de 27 granjas
(70,4%). Con la sonda para 156110-LHS fueron agrupadas en cuatro grupos (lA, lB, lC, y
íD). La técnica de spoligotyping diferencia nueve tipos en este grupo: spb-3, spb-4, spb-5,
spb-6, spb-7, spb-8, spb-9, spb-13 y spb-17. Si se combinan los resultados de la tipificación
mediante DVR-spoligotyping y de RFLP con 1S6110, las cepas de Al. bovis aisladas de
ganado vacuno pueden clasificarse en 30 tipos diferentes.
3.5. SPOLIGOTIPOS DE CEPAS DE M. boíds AISLADAS DE GANADO CAPRiNO Y
OVINO
Los spoligotipos obtenidos de las cepas de M. bovis aisladas de las cabras y de la
oveja fueron muy similares, y claramente diferentes de los patrones de las cepas del ganado
vacuno. Las principales características comunes de estos patrones fueron la ausencia de los
espaciadores 1, 3-16, 28 y 30-33; y la presencia de los 17, 18, 20, 21, 24-27, 29, 35 y 37-38.
El spoligotyping clasificó las 45 cepas en cuatro tipos (spc-1 a spc-4) (Tabla IV.7);
el RFLP con 1S6110 clasificó 31 de éstas en 5 tipos. Con excepción de dos individuos, todos
los animales de una propiedad estaban infectados con M. bovis con el mismo spoligotipo. El
mayor de estos grupos, el tipo spc-3, compredió 26 animales de las granjas c-1, c-2 y c-3;
todas estas cepas pertenecieron al tipo 1S6110 6B. La distribución de un mismo patrón en
diferentes granjas puede deberse al intercambio de animales entre ganaderos vecinos. Dentro
de cada uno de los spoligotipos spc-l y spc-2 se identificaron dos patrones 1S6110.
El patrón spc-l/5A (spoligotipo/tipo 156110) se observó en el rebaño c-5, y el patrón
spc-1/ÓC se encontró en todas las cepas del rebaño c-8 y en la única cepa de la granja c-7.
Tras algunas averiguaciones, supimos que la cabra de la granja e •7 había sido adquirida en
la granja c-8 un año antes del diagnóstico de la enfermedad. El spoligotipo spc-2/8A se
encontró en las cepas provenientes de la granja c ~4 y el spc-2/6A en los animales de la
granja c 6. El tipo spc-4, muy parecido al spc-3, se observó unicamente en una cepa aislada
de una cabra de la granja c-l. La cepa ovina mostró el mismo patrón que los obtenidos con
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las cepas de la granja de ganado caprino c -6.
La combinación de los resultados de ambos métodos de tipificación clasificó las cepas
caprinas y ovina de M. bovis en seis tipos diferentes.
3.6. SPOLIGOTIPOS DE CEPAS DE Al. bovis AISLADAS DE VARIAS ESPECIES
ANIMALES
Los resultados de la tipificación mediante spoligotyping de las cepas de M. bovis
aisladas de los jabalíes, los ciervos y los gatos se muestran en la tabla IV.8. El patrón spb-6,
encontrado en tres de las cuatro cepas de jabalíes, se había encontrado también en una cepa
proveniente de la granja de ganado vacuno b-9. El tipo 186110 de estas cepas era el común
lA. La cepa aislada del cuarto animal perteneció al frecuente spb-7. Las cepas de los ciervos
fueron ambas del tipo spb-15, hallado en las granjas b -21 y b -22. Aunque fué imposible
establecer una relación epidemiológica definitiva, la transmisión de M. bovis de los animales
salvajes al ganado (o viceversa) pudo haber tenido lugar al compartir los mismos pastos.
Los spoligotipos obtenidos de las cepas aisladas de los gatos domésticos no se
encontraron en otros animales. La cepa de M. bovis spb-19, aislada del primer gato, fue
bastante similar al obtenido con las cepas del ganado vacuno, coincidiendo en la presencia
y ausencia característica de determinados espaciadores; sin embargo, el spoligotipo de la cepa
del segundo gato, spb-20, demostró diferencias bastante significativas.
3.7. SPOLIGOTIPOS DEL BROTE HUMANO DE M. bovis MULTIRRESISTENTE
Dieciséis de las diecisiete cepas de M. bovis multirresistente mostraron exactamente
el mismo patrón. Las características principales coincidieron con las de M. bovts (ausencia
de los espaciadores 39 a 43) y con las cepas de M. bovis españolas de origen bovino respecto
a la existencia de determinados espaciadores (ausencia del 3, 9 y 16, y presencia del 1, 13 18,
23, 25, 30 y 38). En el estudio mediante RFLP de estas cepas con 156110, se observaron 2
o 3 copias de este elemento. El patrón obtenido con la cepa restante (RCl3) fué totalmente
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diferente, conteniendo los espaciadores 1 a 19, 22 a 28 y 43. La repetición de la identificación
convencional comprobó que la cepa no pertenecía al brote, y que era una contaminación en
el laboratorio.
3.8. SPOLIGOTIPOS DE CEPAS DE VARIAS MICOBACTERIAS DEL COMPLEJO
M. tuberculosis
La mayoría de las cepas de M. bovis de origen humano de la colección de cultivos del
Australian Reference Laboratory for Bovine Tuberculosis presentaron las características
propias de los M. bovis ya estudiados (Figura IV.?). Todas las cepas de M. bovis BCG
mostraron el mismo patrón, coincidente con el tipo spb-3, encontrado en algunas cepas
bovinas españolas (Figura 1V8).
Las cepas de las micobacterias aisladas de pinnípedos, independientemente de su
origen geográfico, presentaron un mismo patrón, en el que estaban presentes los espaciadores
4 a 7 y 23 a 38, concordando con las cepas de M. bovis estudiadas en la ausencia de las
bandas correspondientes a los espaciadores 39 a 43 (Figura IV.9).
Los spoligotipos de la cepa de referencia de M. microtí NTCT 0871<) y las dos cepas
aisladas de casos clínicos de ratones (3377 y 3381) fueron idénticos, conteniendo únicamente
los espaciadores 37 y 38. Las cepas de micobacterias pertenecientes al complejo M.
tuberculosis aisladas de hyrax o dassie (Procavia capensis) en Sudáfrica. conocidos como
dassie bacillus (7171 y TB23/91SW), tuvieron los espaciadores 1 a 6, 8, 1<) a 14, y 17 a 19.
Las cepas de dassie badillus obtenidas a partir de las muestras de animales de una colonia de
estos roedores, importada de Sudáfrica y mantenida en e] zoo de Penh (Western Australia)
presentaron los espaciadores 1 a 6, 8, 10 a 14 y 17 a 19; existiendo una relación entre estas
cepas y las anteriores del 90%, mientras que la relación entre e] grupo de los dassie badilas
y las cepas de M microil fué inferior al 20%. En ninguna de estas cepas se obtuvieron los
espaciadores 39 a 43 (Figura IV.l0).
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Tabla IV.6. Patrones obtenidos en la caracterización mediante OVR-
spoligotyping y RFLP con ISÓJJO de las cepas de M. bovis aisladas
de ganado vacuno.
Spoligotipo
spb-l
spb-2
spb-3
spb-4
spb-5
spb-6
spb-7
Tipo ISÓ¡JC»
7K
SB
IA(IA)
1A(1A)
2K
12K
IA(IC)
IA(1A)
1A( 18)
1A(1A)
IA(IA)
1A(lA)
lA(1A)
1A(18)
1A(1B)
1 A( 10)
10
2K
28
3K
3B
3C
4K
5C
50
Gn~a
b-2
U -1
U 23
b.29b
b -29
b4
U -17
U 23
b ~33
b.5
b-13
b -13
b-9
b-7
U-E
b -12
b -32
U -20
U-26
b-31
b -11
U -29
U -32
U -29
U-29
b-29
b -24
U -30
U -24
U -24
No. de cepas
12
1
1
1
3
4
3
1
1
3
1
1
2
1
1
19
1
1
3
1
13
1
3
1
1
1
1
1
1
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(Continuación)
Spoligotipo Tipo ISÓIJO Granja No. de cepas
spb-7 U-25
2U -26
U-27
b -32
b ~33
U -M
spb-8
spb-9
spb-10
spb-11
spb- 12
spb-13
1 K( 18)
IK(1B)
1K(1E)
1A(1K)
1K(1 A)
6D
b-9
b-11
U-28
U -16
U 33
U-lS
3
2
1
b-27
lC
1 K(1C)
1K(1C)
1 K( 10)
1A(—)
78
1, -3 1
1
U-lO 3
1b-14
b-19 1
U -18
U -18
U -19
spb-14
spb- 15
spb-16
spb- 17
spb- 18
11K
48
1 MiE)
IB
4
3
U -12
b-21
U -22
U-li
4
1
1
b -13
U -33 3
El número del tipo de RFLP representa el número de bandas que
hibridaron con la secuencia ISÓIJO al utilizar la sonda RHS. Entre
paréntesis se encuentra el tipo obtenido con la sonda LHS - Los
resultados del RPLP corresponden con los previamente publicados
(Liébana, 1996).
312 b Granjas en las que se encontré más de un spoligotipo <en negrita).No disponible.
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Tabla IV.?. Patrones obtenidos en la caracterización mediante DVR-
spoligotyping y RELP con ISÓ¡ 10 de las cepas de M. bovis aisladas
de ganado ovino y caprino.
Spoligotipo lipo IS6JHP Granja No. de cepas
spc-1 5K c-5 2
«7 c-7 1
6C c8 5
-b c.2c 1
spc-2 ÓA c-6 1
ÓA o-1 1
SA cA 2
- cA 1
- cé 4
spc-3 68 vi 6
68 c-2 12
68 c-3 1
- ci 4
- c-2 2
- c-3 1
spc-4 - ci 1
El número del tipo de RFLP representa el número de
hibridaron con la secuencia 1S61 10 al utilizar la sonda
resultados del RFLP corresponden con los previamente
(LiéUana, 1996).
No disponible.
Granjas en las que se encontré más
bandas que
I4HS. Los
publicados
de un spoligotipo (en negrita).
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Tabla IVS. Patrones oUtenidos en la caracterización mediante DVR-
spoligotyping y RFLP con IS6i1O de las cepas de M. boris aisladas
de diferentes especies animales.
Spoligotipo Tipo ISGIICP Animal No. de cepas
spU-6 lA (18) jabalíes 1-3 3
spb-7 Y jabalí 4
spb- 15 - ciervos 2.
spb—19 1K (1K) gato no- 1 1
spb-20 - gato no- 2 1
a El número del tipo de RFLP representa el número de bandas que
hibridaron con la secuencia ISÓJIO al utilizar la sonda RHS. Entre
paréntesis se encuentra el tipo obtenido con la sonda LBS. Los
resultados del RFLP corresponden con los previamente publicados
(Liébana, 1996).
No disponible.
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Figura IV.1. Estimación de la concentración de ADN mediante electroforesis de 1 j.d
en gel de agarosa al 0,8%. Una banda muy fuerte, como las observadas en las calles 3 y 9
(cepas L0133 y S4), equivale a 1 pg/pl; las bandas de menor intensidad de las calles 4 y ‘7
(LO 134 y LOlSÓ) y en la calle 6 (L0142) equivalen respectivamente a 0,8 y 0,6 pg/pl. Las
bandas débiles, semejantes a las calle 10 y 11 (CAM2 y MI) y calles 5 y 8 (L0135 y P24)
representan 0,5 y 0,4 ¡ig/pl. La calle 16 (cepa 1923), muy débil, tiene 0,2 pg/pl y la 15 (4/21)
0,1 w/~sl. No se observa ADN en la calle 13 (46c).
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Figura IV.2. Detección mediante electroforesis en gel de agarosa (A). y con el
conjugado streptavidin-peroxidasa (B) de los productos de la amplificación obtenida con los
iniciadores HDR-F y HDR-RB preparados por 1, Oswell, y 2, Biotech. La calle a, M.
tuberculosis H37Rv; b, M. bovis (cepa aislada de una vaca de Canadá); e, micobacteria
aislada de una foca en Australia; n, amplificación de agua ultrapura estéril. Calle P, producto
de PCR sin diluir; -1, -2 y -3 representan las diluciones UY’, UY2 y lAY3.
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Figura 1N.3. Resultados de la caracterización mediante DVR-spoligotyping de cepas
de M. bovis de diferentes orígenes. Calles t y b, cepas control M. tuberculosis H3YRv y M.
bovis BCO P3; n, control negativo. Cepas 1 a 20, M. bovis de origen bovino de la granja
b-32: 1 a 12, B370, B382, B386, B246, B265, B277, B405, B416, B425, B428, B435 y
B242; granja b-33: 13 a 18, B293, B304, B302, B270, B268, B315; granja b-34: 19, B443;
y granja desconocida: 20, B291 (cepa no incluida en el estudio). Cepas 21 a 37 (RC1 a
RCI7), M. bovis de origen humano procedentes de un brote nosocomial multirresistente.
Cepas 38 a 40, M. bovis de origen caprino de las granjas c3: 39 y 40, 1923 y 463; y c4:
40, 4/21.
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Figura IV.4. Resultados de la caracterización mediante DVR-spoligotyping de cepas
de M. bovis de origen caprino. Calles t y b, cepas control M. tuberculosis H37Rv y M. bovis
ECU P3; n, control negativo. Cepas 1 a 40, M. bovis procedentes de animales de la granja
c-4: 1, cepa 4/6 y 2, 4/1; granja c-6: de 3 a 7, 57c, 25c, 45c, 39c y 46c; granja cl: de 8
a 18, CB35, CB22, CB23, CB7O, CB76, CEÓl, CB26, CB3, CB2O, CElI y CB27; c2: de
19 a 33, CB56, CB38, CB57, CB6, CB2S, CB29, CB7, CB2l, CB9, CES, CB52, CE32,
CB54, CE4O y CB58; c5: 34, CBS2; 35, CB83; granja c7: 36, CAM2; y granja c-8: de
37 a 40, c300/95, COLí, COL3 y COJA.
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4. DISCUSIÓN
La capacidad para identificar y caracterizar diferentes organismos estrechamente
relacionados puede ser útil para el estudio de la epidemiología, virulencia y resistencia a
antibióticos (Shoemaker et Al, 1986). La epidemiología molecular integra las técnicas
moleculares con los métodos tradicionales para ‘seguir la pista” a cepas específicas de
patógenos, con el objetivo de comprender la distribución de la infección en la población (van
Embden et al. 1992), permitiendo la comparación de las cepas de un brote con los tipos
existentes en el área geográfica, el establecimiento de la fuente de los nuevos casos
detectados, y el estudio de la transmisión de la infección. Se consideran clones los cultivos
bacterianos aislados independientemente de diferentes fuentes y en diferentes momentos, pero
mostrando entre sí características fenotípicas y genotípicas idénticas, y cuya explicación es
un antecesor común (Small et Al, 1994). Sin embargo, la definición de clonalidad depende
básicamente del método de caracterización utilizado.
Las principales consideraciones para determinar la utilidad de un método de
tipificación son la reproducibilidad, asociada a la calidad de las muestras, y la especificidad
(Crawford, 1993). En el caso del RFLP, ésta está estrechamente relacionada con el número
de copias. Para ser válido un patrón de RFLP debe estar formado por suficientes fragmentos
de diferentes pesos moleculares para obtener una adecuada discriminación entre cepas, pero
siendo lo suficientemente sencillo para permitir un análisis comparativo. La discriminación
mediante RFLP asociado a 1561 10, el método de tipificación más generalizado, es muy débil
para las cepas con un bajo número de copias, debido a que en el cromosoma parecen existir
puntos de integración preferentes (Hermans et Al, 1991; van Soolingen et Al, 1993). Así, a
menor número de copias, menor diversidad genética; y en algunas regiones del mundo
tampoco puede utilizarse como herramienta epidemiológica (Yuen et Al, 1993).
En la caracterización de la región que contiene las secuencias DR (Hermans et Al,
1991) se encontró que la región contenía múltiples DR de 36 p.b., intercaladas por
espaciadores de ADN de 36 a 41 pb. El polimorfismo entre las diferentes cepas comprende
la presencia o ausencia de uno o más bloques denominados DVR, formados poruna secuencía
DR y un espaciador. El grado de polimorfismo observado en esta región cromosémica puede
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deberse a la contribución de dos tipos de reorganización, la recombinación homóloga y la
mediada por secuencias de inserción (Groenen et Al, 1993). El DVR-spoli.gotyping
(Kamerbeek et ál, 1995) es un método diseñado para detectar los espaciadores presentes en
una cepa, originalmente propuesto para la detección y tipificación de cepas de M. tuberculosis
(Kamerbeek et ál, 1996).
Mediante la caracterización epidemiológica de 199 cepas de M. bovis utilizando el
método DVR-spoligotyping se encontraron 26 tipos diferentes. Este método tiene un alto nivel
de discriminación, permitiéndonos descubrir varias relaciones epidemiológicas. Algunos
spoligotipos estuvieron restringidos a pequeñas áreas, formando un grupo endémico de cepas
relacionadas; mientras que la distribución geográfica de otros cubrió más territorio, debido
probablemente al comercio de ganado, principalmente vacuno lechero. El método utilizado
permitió el establecimiento de tipos relacionados con determinadas especies animales, detectar
la fuente de infección de algunos casos y la transmisión de la infección entre animales y entre
granjas.
Varios autores han sugerido que los diferentes reservorios animales de M. bovis
pueden estar infectados con diferentes tipos de M. bovis, dependiendo del hospedador (van
Soolingen et Al, 1994). Al utilizar el spoligotyping para recoger información de las cepas
involucradas en la tuberculosis bovina y caprina en España todas las cepas se agruparon en
dos grupos; el primero contiene las cepas aisladas de seres humanos, de ganado vacuno,
animales salvajes y gatos; el segundo las cepas obtenidas de ganado caprino y ovino. Dentro
de cada uno de estos grupos, los patrones de los spo>igotipos encontrados son bastante
similares, indicando infección con un grupo homogéneo de M. bovis o que la región de
espaciadores identificada poreste método es muy estable. La relación entre ambos grupos fue
del 60%, inferior a la existente entre M. bovis BCG P3 y M. tuberculosis H37Rv.
Al evaluar la utilidad del método en la diferenciación de 129 cepas de lv’!. bovis de
origen vacuno, estas se agruparon en 18 tipos. En este estudio, encontramos que este método
de tipificación es adecuado para la caracterización epidemiológica de M. bovis, especialmente
de aquellas cepas que contienen sólamente un elemento 156110. Una única copia de 1S6110
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es característica de las cepas de M. bovis aisladas de ganado vacuno. Además, en una gran
proporción de cepas, ésta está situada en el mismo lugar del cromosoma, dificultando su
diferenciación con este marcador genético; así, en los estudios publicados, el 97% de las
cepas de M. bovis estudiadas en Nueva Zelanda, 105 de 109 cepas bovinas irlandesas, 31 de
51 cepas procedentes de Argentina y Holanda (31 de 32 si no se incluyen 19 cepas con seis
copias, procedentes de un brote), y 16 de 1? cepas bovinas españolas poseen una única copia
(Collins et ál, 1993; Skuce et él, 1994; Van Soolingen et él, 1994; Gutiérrez et ál, 1995).
Estas cepas de M. bovis aisladas de ganado vacuno no pueden ser satisfactoriamente
tipificadas mediante RFLP con 1561 10. En este estudio, el método de spoligotyping clasificó
apropiadamente las cepas de una copia situada en el fragmento Pvufl de 1,9 Kb. en nueve
grupos.
El spoligotipo más frecuentemente encontrado, el spb-7, apareció repartido por el país.
Pudo ser diferenciado en nueve tipos con la sonda para 1S6110 RHL, y en once si se
consideran los resultados de las dos sondas dirigidas a esta secuencia de inserción, RHS y
LHS. La utilización conjunta de los resultados de ambos métodos de tipificación obtuvo una
diferenciación más completa que las ofrecidas por cada uno y utilizados independientemente.
A la vista de estos resultados, sugerimos una caracterización inicial de todas las cepas
mediante DVR-spoligotyping, seguida de una caracterización mediante RFLP con 1S6110 de
las cepas que pertenezcan a los spoligotipos más prevalente&
Los resultados obtenidos mediante spoligotyping de las cepas caprinas de M. bovis
concuerdan con los obtenidos mediante RFLPpublicados recientemente (Gutiérrez et 61, 1995;
Liébana, 1996). En ambos estudios, las cepas aisladas de cabras compartieron varias copias
del elemento 156110, sugiriendo que formaban un grupo especial de cepas de M. bovis
similares, responsables de la tuberculosis caprina en España. Los patrones de las cepas
caprinas de M. bovis obtenidos mediante spoligotyping también agruparon a estas cepas en
un grupo muy homogéneo. La cepa ovina perteneció también a este grupo. Este hecho no es
sorprendente ya que los rebaños mixtos caprino-ovino son una práctica común en algunas
áreas del país. La variación entre las cepas de M. bovis de origen vacuno y caprino puede ser
atribuida a una falta de transmisión entre ambos tipos de ganado o a una infección preferente
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por un tipo particular de cepa, siendo necesario el estudio de cepas obtenidas de granjas
donde se encuentren ambas especies animales.
El papel potencial de los animales salvajes en el mantenimiento de las infecciones de
M. bovis en el ganado es especialmente importante en países donde los programas de
erradicación han reducido sustancialmente la incidencia de la tuberculosis bovina, pero todavía
continuan existiendo brotes esporádicos (Little et ál, 1982; Stumpff, 1982; Clifton-Hadley et
ál, 1991; Nolan et ál, 1994). En algunas áreas de Nueva Zelanda se encontraron los mismos
patrones con análisis de restricción enzimática en cepas procedentes de ciervos, possums y
ganado vacuno (Collins et 61, 1988). En este país se determinó la existencia de un gran
número de tipos de M. bovis, cada uno limitado a una pequeña área geográfica, en la que se
mantienen infectando animales salvajes (Collins et Al, 1988). El spoligotyping identificó que
las cepas aisladas de los ciervos y los jabalíes españoles compartían el mismo patrón que
algunos cepas bovinas (spb-6, spb-7 y spb-15). Aunque no tenemos evidencia directa de la
relación epidemiológica de los aislados, la transmisión entre las diferentes especies animales,
o a través de una fuente común, parece probable.
El patrón obtenido de la cepa del primer gato fue bastante similar al obtenido con las
cepas del ganado vacuno; una posible ruta de transmisión de la infección pudo haber sido la
ingestión de comida infectada. Sin embargo, las medidas de control establecidas, tales como
la pasteurización de la leche y la inspección de la carne son obligatorias en España. El patrón
de spoligotyping encontrado en la cepa aislada del gato con lesiones en el tracto respiratorio
fue bastante diferente al de las otras cepas.
Se han descrito varios brotes de M. tuberculosis multirresistentes asociados a
transmisión nososcomial (DiPerri et él, 1989; Beck-Sagué et dI, 1992; Brian et ál, 1992;
Dooley et ál, 1992; Edlin et Al, 1992; Fischl et Al, 1992; Pearson et Al, 1992>. La mayoría de
ellos afectaron a personas infectadas con el HIN; en casi todos estos brotes, el personal
sanitario encargado del cuidado de estos pacientes resultó también infectado, según se pudo
detectar mediante la conversión de la intradermorreacción, por lo que es previsible el paso
de estas cepas a la población general. España padece la mayor incidencia declarada de HIV
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en Europa: 143,4 casos por millón de habitantes en 1994 (WHO-EC Collaborating Centres
on AIDS, 1995). En la Comunidad Autónoma de Madrid, aunque la tuberculosis no es una
enfermedad de declaración obligatoria, se registraron 42,06 casos cada 100.000 habitantes
(Eoletín Epidemiológico de la C.A.M., 1996). Además del brote de M. bovis multirresistente
estudiado, ha existido en Madrid otro brote nosocomial de M. tuberculosis multirresistente a
isoniazida y rifampicina (Rullán el Al, 1996>. El spoligotipo de las cepas de M. bovis humanas
se encuadró dentro del grupo de las cepas bovinas españolas estudiadas; sin embargo, aunque
parece probable que derive de alguna cepa relacionada con este grupo por los rasgos
peculiares presentados, no podemos afirmar que éste fuese su origen, ya que no coincidió
plenamente con ninguno de los patrones de las cepas aisladas de los animales. Los patrones
obtenidos mediante spoligotyping del ADN de las cepas humanas de M. bovis, de diferente
procedencia geográfica y pertenecientes a la colección de cultivos del Australian Reference
Laboratory for Eovine Tuberculosis, mantuvieron las mismas características. Estos patrones
pertenecieron asimismo al grupo de cepas bovinas, pero sin existir rasgos propios
significativos que los clasificaran en un subgrupo. Aunque es necesario la tipificación de un
mayor número de cepas, este hecho puede sugerir que de algun modo continua siendo el
ganado vacuno la principal fuente de tuberculosis humana producida por M. bovis.
Mycobacterium bovis BCO proviene teóricamente de una fuente bovina, pero su
comprobación es imposible, ya que el original se perdió antes de 1921. Sus características
fenotípicas son más cercanas a M. tuberculosis que a M. bovis, por lo que algunos autores la
consideran más próxima a M. tuberculosis, o una especie separada dentro del complejo M.
tuberculosis (Orange et ál, 1983). El REA con las enzimas BstEII, PvuII y BclI confirma estas
cepas como miembro de la especie M. bovis (Collins et Al, 1987). Además, coincidiendo con
gran parte de las cepas bovinas, las cepas de M. bovis BCO tienen una única copia del
elemento de inserción 1S6110 situada en un fragmento de 1,9 K.b. tras la restricción con
PvuII (Hermans et ál, 1990). Es el ejemplo más sorprendente de la estabilidad de este
elemento a pesar de la propagación independiente desde hace décadas de esta cepa vacunal.
Solamente existen tres cepas que presentan un elemento adicional (Fomukong et Al, 1992; van
Soolingen et Al, 1993). La diferenciación de lvi. bovis BCO de las cepas clínicas de M. bovis
se basa en el patrón característico obtenido con RiFLP asociado a la 151081, que contiene un
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fragmento de 8 Kb que no existe en ninguna otra especie del complejo (van Soolingen et ál,
1992). Corroborando la estabilidad genética de estas cepas, todas las cepas de M. bovis ECO
caracterizadas en este estudio presentaron el mismo patrón, el spb-3; este spoligotipo se
encontró también en cepas de M. boit aisladas de algunas granjas de ganado vacuno. Al
igual que otras cepas de M. bovis, carecieron de los espaciadores 39 a 43. Según este método
de tipificación las cepas de M. hovis BCG estudiadas pertenecen claramente a la especie M.
bovis.
Para evaluar la aptitud del spoligotyping para la determinación de suhpohlaciones de
micobacterias del complejo M. tuberculosis asociadas a hospedadores, como podría suceder
en el caso del ganado caprino, se utilizaron las cepas denominadas seal bacillus y dassie
bacillus. Las sea! bacillus son micobacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis que
fueron aisladas de pinnípedos salvajes, de una colonia en cautividad y de su entrenador. La
morfología de estos aislados es similar a la de M. bovis, y son muy virulentos para el conejo
y el cobaya. Tienen un cordfactor débil, son glicerol-tolerantes y no presentan niveles
detectables del antígeno MPB7O (Cousins et ál, 1990), cuya producción se considera
específica de M. bovis (Harboe et ál, 1984; Radford et ál, 1988). Estos aislados contienen
además la secuencia mtp40 (Liébana et ál, 1996) originalmente considerada específica de M.
tuberculosis (del Portillo et al, 1991).
El análisis de estas cepas mediante REA con BstEII, BclI, y PvuII, y RFLP asociado
a los elementos 186110 y PORS reveló una fuente común de infección, y que eran diferentes
de otros miembros del complejo tuberculosis (Cousins et ál, 1993). Nuestros resultados
coinciden en la clasificación de estas cepas como un grupo genético particular muy estable
dentro del complejo M. tuberculosis. En todas las cepas se obtuvo el mismo patrón,
independientemente del origen geográfico y año de aislamiento, bastante diferente del
obtenido de otras cepas de M. bovis. En el patrón no se observaron los espaciadores 39 a 43,
por lo que no debe ser encuadrado dentro de la especie M. tuberculosis. El origen de esta
infección es desconocido; no se encontró ningún spoligotipo semejante entre las cepas de M.
bovis australianas de origen humano o animal investigados (datos no mostrados). Dada la falta
de contacto con personas o animales infectados, es posible que la infección sea endémica en
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esta población desde hace mucho tiempo. Nos gustaría destacar que aunque estas cepas
parezcan asociadas a un determinado grupo de hospedadores, no significa que no puedan en
determinadas ocasiones pasar a otros. El cuidador de la colonia de focas mantenidas en
cautividad desarrolló tuberculosis pulmonar después de su trabajo en el parque marino. La
cepa aislada de esta persona, con las características anteriormente descritas, mostró un
spoligotipo idéntico al de las cepas aisladas de las focas con las que había trabajado.
Las cepas de dassie bacillus, consideradas miembros de la especie Mycobacrerium
microti comparten características morfológicas (aspecto curvo), de cultivo (dos tipos de
colonia) y bioquímicas similares a las de M. microti, pero es mucho menos virulenta para
cobayas, conejos y ratas, en los que produce lesiones similares pero benigna (Wagner et 61,
1958). En dassies, estas cepas originan una infección intensa y rápida, pero benigna; mientras
que M. microri produce una enfermedad lenta y mortal (Wagner et 61, 1961). Con REA,
utilizando las enzimas de restricción BstEll y BclI, M. microti es marcadamente diferente a
las otras especies del complejo (Collins et Al, 1985). El análisis de estas cepas con el
elemento 156110 detectó 10 a 13 copias en M. microti, y 13 a 15 en la cepa de dassie
bacillus aislada en Sudáfrica, y 10 en los dos aislados en Australia, existiendo entre estos
últimos más relación (Cousins et Al, 1994). Los resultados obtenidos con la caracterización
por spoligotyping clasificaron estos aislados en dos grupos; el primero incluye las cepas
obtenidas de los dassies, en los que existe una relación del 90%; y un segundo grupo,
formado por las cepas de M. microti. Entre ambos grupos la relación es inferior al 20%.
La existencia de estas subpoblaciones ha sido observada también en M. tuberculosis.
Recientemente ha sido descrita una familia de cepas de M. tuberculosis en el sudeste asiático
denominada tipo Beijing, con un patrón de spoligotyping característico, formado solamente
por los espaciadores 35 a 43 (van Soolingen et Al, 1995). Para estos autores se trata de una
familia de cepas altamente relacionada que probablemente deriven de un antecesor común,
con mayor agresividad, aunque la naturaleza de los motivos que contribuyen a su
diseminación son desconocidos (van Soolingen et Al, 1995). La relación de dos cepas
pertenecientes a esta familia, con el resto de las cepas de M. tuberculosis caracterizadas (datos
no mostrados), entre las que se incluyó la cepa de referencia H37Rv, fué inferior al 20%. La
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unifonnidad genética de las cepas de esta familia y su escasa relación con otras nos induce
a pensar que este grupo tiene también características de subpoblación. aunque no podamos
afirmar si está asociada a la localización geográfica o a una determinada población humana.
Una significativa ventaja del spoligotyping sobre el RELP es su simplicidad y rapidez
en la realización, y que requiere solamente una pequeña cantidad de ADN. La amplificación
de los espaciadores mediante PCR puede Éambién realizarse en suspensiones de colonias de
micobacterias inactivadas por calor (datos no mostrados), evitando así la necesidad del
subcultivo y la laboriosa extracción y purificación del ADN; y podría ser utilizado en ADN
extraído directamente de las muestras clínicas. Para el análisis mediante RFLP se necesita más
tiempo y el protocolo es más complicado. Ninguna sonda utilizada sóla es lo suficientemente
discriminatoria para permitir un estudio preciso de la epidemiología de la tuberculosis bovina,
por lo que deben utilizarse en combinación o con otros métodos para verificar la relación
(Crawford, 1993; Skuce et ál, 1994). En nuestro estudio, para obtener el mismo nivel de
discriminación con las cepas de M. bovis fue necesario comparar los resultados de la
hibridación con dos sondas para 156110 (RiHS y LHS), y para poder realizar el análisis de
ordenador fue necesaria la hibridación con los marcadores internos de peso molecular
conocido. Trabajando con el spoligotyping puede obtenerse un nivel de discriminación similar
con solamente una hibridación. En cada test de spoligotyping pueden estudiarse 42 cepas, y
los resultados son reproducibles, independientemente de la calidad de las muestras.
El análisis de los resultados es mucho más fácil que el utilizado para el RFLP, y tanto
la metodología como el análisis pueden ser estandarizados para permitir la comparación de
los spoligotipos entre diferentes laboratorios. Existe un consenso internacional sobre una
metodología estadarizada para la tipificación de los microorganismos del complejo M.
tuberculosis (van Embden et Al, 1993) que ha permitido la comparación internacional de cepas
de M. tuberculosis y el establecimiento de una base de datos de patrones de tipificación con
156110 que comprende 5.500 cepas. Esta base de datos permite el seguimiento de la
transmisión de la tuberculosis a través de las fronteras (Hermans et Al, 1995; van Soolingen
et Al, 1995). De forma similar, podría establecerse una base de datos de spoligotipos de M.
bovis. Esta base de datos sería más fácil de manejar ya que se basaría solamente en la
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presencia o ausencia de los 43 espaciadores. Podría realizarse como una definición de una
palabra de 43 letras, utilizando un código de tres letras (a, presente, b, ausente, o c,
indeterminado en caso de reacción débil). Así, la comparación entre laboratorios no
dependería de sofisticados programas de ordenador como los necesarios para el análisis del
RFLP (Hermans et Al, 1995).
En resumen, el DVR-spoligotyping es un método eficaz para la caracterización
epidemiológica de las cepas de M. bovis aisladas de diversos orígenes. Con este método se
identificaron dos grupos homogéneos de cepas de lv!. bovis. Nuestros resultados sugieren que
es poco probable que las cabras actuen como reservorios de la tuberculosis bovina en España,
aunque este hecho no pueda ser completamente descartado. Los spoligotipos hallados en las
cepas aisladas de animales salvajes (ciervos y jabalíes) fueron también encontrados en el
ganado vacuno, sugiriendo una transmisión entre ambos, y poniendo de manifiesto la
necesidad de un estudio de la prevalencia y control de la infección en estos reservorios como
herramienta importante en la erradicación de la tuberculosis.
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Primera
La extracción del ADN de las micobacterias y su amplificación por PCR permiten la
identificación rápida y sensible de microorganismos de los complejos M. tuberculosis y M.
av¡urn-,ntraceílulare a partir de muestras clínicas de diferentes especies animales, reduciendo
el tiempo necesario para el diagnóstico a 2 6 3 días. Esta técnica puede utilizarse también
cuando las muestras están mal conservadas, en condiciones que implican una pérdida de
viabilidad de las micobacterias o cuando existe sobrecrecimiento de otros microoganismos.
Segunda
Las etapas de descontaminación de la muestra con NaOH y SDS, y el tratamiento con
proteinasa K son esenciales. La eliminación de restos tisulares con CTAB y el sistema Wizard
Minipreps (Promega) reduce las sustancias inhibidoras.
Tercera
La amplificación del ADN extraído con iniciadores comprendidos en el gen que
codifica el ARN 168 del género Mycobacterium, y la posterior secuenciación de este
fragmento permiten la identificación de bacterias cuyo crecimiento e identificación por medios
convencionales es difícil.
Cuarta
En los estudios de caracterización molecular con finalidad epidemiológica realizados
hemos observado que:
a) El análisis RAPD carece de la suficiente reproducibilidad pata ser aplicado en la
tipificación de grandes grupos de cepas del complejo M. tuberculosis o para permitir
la comparación de resultados obtenidos en diferentes laboratorios.
b) El DVR-spoligotyping es un método adecuado para la caracterización epidemiológica
de cepas de Al bovis, especialmente de aquellas que contienen una única copia de
156110.
c) La información más completa de una cepa se obtiene mediante la caracterización
inicial del ADN con DVR-spoligotyping, seguido de un RFLP complementario de las
cepas que pertenezcan a los spoligotipos más prevalentes.
Quinta
La caracterización de cepas de Al bovis españolas mediante DVR-spoligotyping
permitió subdividirías en dos grupos; el primero contiene las cepas aisladas de seres humanos,
ganado vacuno, animales salvajes y gatos, y el segundo las cepas obtenidas de ganado caprino
y ovino.
Sexta
Dentro de cada uno de estos grupos los patrones de los spoligotipos son similares,
indicando infección con un grupo homogéneo de cepas o que la región de los espaciadores
identificados por este método es muy estable.
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Séptima
El DVR-spoligotyping permite diferenciar subpoblaciones o biovariedades de
micobacterias del complejo M. tuberculosis asociadas a infecciones en determinados
hospedadores, tales como las micobacterias aisladas de las cabras, los pinnípedos y las
aisladas de los dassies.
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